Mecanismos moleculares de la latencia viral. Papel del factor de transcripción HIVEP3 by Sánchez Duffhues, Gonzalo
!!
UNIVERSIDAD DE CÓRDOBA 
 
FACULTAD DE MEDICINA 
 










MECANISMOS MOLECULARES DE LA LATENCIA VIRAL. 
PAPEL DEL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN HIVEP3. 
 
 
Memoria presentada para optar al grado de Doctor en Bioquímica por 




Marco Antonio Calzado Canale 
Eduardo Muñoz Blanco 
 
Córdoba, Diciembre de 2010 
 
 
TITULO: Mecanismos moleculares de la latencia viral. Papel del factor de
transcripción HIVEP3
AUTOR: Gonzalo Sánchez Duffhues
© Edita: Servicio de Publicaciones de la Universidad de Córdoba. 2011
Campus de Rabanales






D. Marco Antonio Calzado Canale, Investigador Doctor contratado por la 








Que D. Gonzalo Sánchez Duffhues ha realizado en el Departamento de Biología 
Celular, Fisiología e Inmunología bajo su dirección el trabajo titulado “Mecanismos 
moleculares de la latencia viral. Papel del factor de transcripción Hivep3”, que a mi 




















 D. Eduardo Muñoz Blanco, Catedrático de Inmunología. Departamento de Biología 








Que D. Gonzalo Sánchez Duffhues ha realizado en el Departamento de Biología 
Celular, Fisiología e Inmunología bajo su dirección el trabajo titulado “Mecanismos 
moleculares de la latencia viral. Papel del factor de transcripción Hivep3”, que a mi 























 Toda vez que la tesis doctoral supone el fin de una etapa, y el comienzo de 
otra, toca acordarse de aquellos quienes han aportado de una u otra forma para su 
elaboración. En primer lugar, agradecer a mis directores de tesis Eduardo y Marco, 
por la confianza depositada en mí, por el esfuerzo empleado en descubrirme este 
mundo de la ciencia y por su dedicación durante estos años. Mención especial merece 
Eduardo, que me conoció como alumno en clase y, aún así, me reclutó para la causa. 
Mucho de lo que me ocurra de ahora en adelante en mi carrera científica, será 
consecuencia de la base que me han aportado. Por supuesto, dar las gracias a todos los 
compañeros(as) que han pasado por el laboratorio, porque de todos ellos he aprendido 
algo. Algunos(as) llevan ya un tiempo fuera y otros están empezando. Mucha suerte y 
ánimo. Y por último, justo ahí en el despacho de al lado, muchas gracias Rosario 
porque siempre he podido contar contigo para aquellas cosas no tan experimentales.  
 
 Lejos del laboratorio, nunca se me olvidaría agradecer a mi familia, en 
especial a mis padres. Siempre preocupados por mi situación, dando su apoyo, aunque 
me parece que nunca les pude explicar exáctamente en qué trabajaba. Normal.  
 
 Finalmente, es imposible no mencionar a Amaya. A su lado empezó y 
concluyó todo. Ha sido testigo de cada uno de los avances que fueron apareciendo y 
sufridora de todos los "daños colaterales" de su elaboración. En definitiva, 
imprescindible para mí en el laboratorio y fuera de él. Mil gracias. Prepárate porque 
empezamos otro reto.  
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1.- EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA. 
 
El SIDA o Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida es causado por un 
agente biológico, el virus de la Inmunodeficiencia Humana o VIH. El descubrimiento 
de este virus es relativamente reciente, y se acepta de que el origen de esta 
enfermedad se encuentra en África y muy posiblemente se inició mediante un proceso 
de zoonosis de primates a humanos.  Durante los primeros años de la década de los 
80, el número de casos de enfermedades hasta entonces infrecuentes, como el 
Sarcoma de Kaposi o la Pneumonia causada por Pneumocystis fue incrementándose 
en el área de San Francisco, hecho que alertó al Centro de control de enfermedades de 
Atlanta en los EEUU acerca de la posibilidad de un nuevo tipo de agente infeccioso 
que afectaba al sistema inmune. En Septiembre de 1982 se acuño el término SIDA 
(AIDS) para definir el Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida causado por un 
agente infeccioso.  
 
En 1983 investigadores del Instituto Pasteur en Paris (Francia) aislaron e 
identificaron un retrovirus (Barre-Sinoussi, Chermann y cols. 1983) al que 
denominaron LAV (Lymphadenopathy-associated virus), y un año después el Dr. 
Robert Gallo del NCI (National Cancer Institute) en Estados Unidos también anunció 
que había aislado el virus que causaba el SIDA y lo nombró HTLV-III (Sarngadharan, 
DeVico y cols. 1984). Tras un periodo que sólo duró unos meses en los que ambas 
definiciones se emplearon indistintamente para nombrar al mismo organismo, en 1985 
quedó patente que el LAV y el HTLV-III se referían a un único virus (Marx 1985). 
Mientras tanto, se habían obtenido datos científicos más concretos acerca de las vías 
de transmisión del agente infeccioso, como la transfusión sanguínea y la transmisión 
de madre a hijo. En Mayo de 1986 el Comité Internacional de Taxonomía de Virus 
sentenció que ambos nombres LAV y HTLV-III deberían ser abolidos y sustituidos en 
ambos casos por un nuevo nombre: VIH o Virus de la Inmunodeficiencia Humana 
(Coffin, Haase y cols. 1986). 
 
Las cepas virales del VIH identificadas se dividen en 3 grupos, cada una de 
las cuales surgió independientemente del Virus de la Inmunodeficiencia en Simios 
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(SIV) (Keele, Van Heuverswyn y cols. 2006). Curiosamente, dos de las cepas 
identificadas son poco frecuentes, y la tercera (que constituye el grupo M) es 
responsable de más del 95% de las infecciones por VIH a nivel global. Recientemente 
se ha publicado el hallazgo de muestras de VIH de la década de los 60 (Worobey, 
Gemmel y cols. 2008). El valor de este trabajo reside en que permitió demostrar la 
divergencia que ya existía en la secuencia del agente causante del SIDA por aquel 
entonces, situando el origen del virus entre 60 y 80 años antes de su manifestación 
patológica a gran escala. Además, el estudio relaciona las cepas de VIH más 
tempranas de las cuales se tiene constancia (Leopoldville, antigua Kinshasa), con las 
cepas del SIV más parecidas al virus humano, situadas al suroeste de Camerún 
(Keele, Van Heuverswyn y cols. 2006). Esto sitúa físicamente el salto del tropismo 
viral de primate a humano en los alrededores de la República del Congo (Sharp y 
Hahn 2008). 
 
A pesar de los enormes esfuerzos que la comunidad científica ha realizado 
desde el descubrimiento de la enfermedad, el SIDA sigue siendo una de las grandes 
amenazas para la salud a escala mundial. Los últimos datos estadísticos 
proporcionados por ONUSIDA (www.unaids.org) fueron publicados en Diciembre de 
2009. Estos datos indican que en 2008 existían 34,4 millones de personas portadoras 
del VIH en el mundo, de los cuales aproximadamente 2 millones de personas 
fallecieron por SIDA. Cada año que pasa se añaden a esta estadística casi 3 millones 
de nuevos infectados, la mayoría de los cuales se encuentran en países en vías de 
desarrollo y en especial en el África subsahariana (1,9 millones). La inaccesibilidad 
de estas regiones al tratamiento antirretroviral tiene como consecuencia que más de 
dos tercios del total de infectados de todo el mundo se concentre allí (22,4 millones de 
portadores de VIH en 2008). En los países industrializados, el tratamiento mediante 
terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA), ha conseguido un importante 
descenso en la mortalidad y morbilidad causada por el SIDA. 
 
1.1. Estructura del virus de la Inmunodeficiencia Humana. 
 
El VIH está clasificado como un Lentivirus de la familia Retroviridae, la 
cual se caracteriza por contener una enorme cantidad de virus que infectan distintos 
organismos y cuyo genoma es de ARN (Coffin 1992). El VIH contiene dos moléculas 
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de ARN monocatenario que deben sufrir un proceso de retro-transcripción para 
integrarse en el genoma y así aprovechar la maquinaria génica de la célula 
hospedadora.  
 
La partícula infectiva del VIH-1 consiste en una esfera de 
aproximadamente 100-120 nm de diámetro. La bicapa lipídica externa, en la cual se 
encuentra insertada la proteína viral gp120 anclada a la estructura mediante la 
proteína gp41, envuelve el material genético viral y las enzimas necesarias para que el 
VIH-1 comience el ciclo viral. La proteína gp41 interacciona con la bicapa lipídica a 
través de un dominio transmembrana, y sostiene a gp120 a través de una unión no 
covalente. Una barrera más interior, la cápside, formada por ensamblaje de 
subunidades de p24 también codificada por el genoma viral, engloba a las cadenas de 
ARN, enzimas virales (proteasa, transcriptasa inversa e integrasa), y las proteínas 
virales p6 y p7. Éstas favorecen el proceso de ensamblaje de los viriones y 
constituyen la nucleocápside o core del virus. Separando la cápside de la bicapa 
lipídica podemos encontrar una matriz proteica compuesta por la proteína p17 
miristilada (Gelderblom, Hausmann y cols. 1987). 
 
Figura 1.- Partícula infectiva del VIH-1. 
 
Como se ha mencionado con anterioridad, el virus del SIDA contiene un 
















La expresión de todos los genes virales se regula mediante el promotor del VIH que 
está formado por dos regiones denominadas Long Terminal Repeat (LTR), que se 
describirán más adelante. Una característica de los virus, así como de otros 
microorganismos que contienen un genoma de longitud limitada, es el empleo de 
secuencias de nucleótidos codificantes para proteínas distintas según la fase de lectura 
utilizada. El genoma del VIH-1 contiene 9 genes codificantes, los cuales se 
transcriben en más de 30 moléculas de ARN mensajero diferentes. Todos estos 
tránscritos provienen de dos tránscritos principales. La proteína codificada por el gen 
gag, p55, sufre procesamiento proteolítico para dar lugar a p24, p17, p7 y p6, las 
cuales formarán las estructuras del virión que se han descrito anteriormente 
(Kattenbeck, Rohrhofer y cols. 1996). El gen env codifica para dos proteínas: gp120 y 
gp41. Estas proteínas de membrana surgen tras el procesamiento de un precursor de 
160 kDa (gp160) que se modifica post-traduccionalmente por glicosilación en el 
Golgi (Capon y Ward 1991). El gen pol se transcribe conjuntamente con el gen gag, 
resultando un producto que da lugar a las proteínas p55 y Pol, también mediante 
procesamiento proteolítico. La proteína Pol se procesa por la proteasa viral presente 
en la nucleocápside originando las enzimas virales: integrasa, transcriptasa inversa y 
proteasa (Greene 1991; Vaishnav y Wong-Staal 1991). Estas proteínas cumplen 
funciones muy importantes, incluso en pasos previos a la integración en el genoma 
del hospedador, y se encuentran empaquetadas junto con las moléculas de ARN en los 
viriones infectivos. 
 
Además de las proteínas estructurales, el genoma del VIH-1 codifica para 
otras seis proteínas accesorias o reguladoras: Tat (Transactivator of transcription), 
que activa la transcripción mediante su interacción con el elemento TAR en el LTR; 
Rev (Regulator of virion expression) que modula el transporte nuclear y la 
estabilización del ARN mensajero del gen env; Vpu (Viral protein U) que participa en 
la liberación de los viriones después de una reproducción productiva y que no se 
encuentra en VIH-2, Vif (Viral infectivity factor) que aumenta la degradación del 
complejo celular APOBEC3G, el cual actúa reprimiendo la infección viral; Vpr (Viral 
protein R) que media el proceso de transporte del complejo de preintegración al 
núcleo celular; y Nef (Negative expression regulatory factor) que facilita la infección 
del VIH-1, reduciendo la detección del virus por los linfocitos T citotóxicos. De las 6 
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proteínas accesorias, únicamente Vif, Nef y Vpr se encuentran presentes en el interior 





Figura 2.- Proteínas codificadas por el 
genoma del VIH-1. Se han identificado 
genes codificantes de proteínas 
estructurales comunes a todos los 
retrovirus, así como genes de proteínas 
reguladoras y accesorias. Adaptado de 







1.2. Ciclo Infectivo del VIH-1. 
 
El ciclo reproductivo del VIH-1 podría dividirse en dos fases: la primera 
etapa o fase temprana tiene lugar en el espacio de tiempo que ocupa desde la entrada 
del virus en la célula hospedadora y la integración en el genoma; la segunda fase o 
etapa tardía ocurre desde que el provirus se encuentra integrado en el genoma hasta 
que los virones son ensamblados y liberados al exterior. 
 
1.2.1. Proceso de entrada del virus en la célula. 
 
La infección comienza con el anclaje de los viriones a la membrana de la 
célula. Este paso está mediado por el dominio extracelular de la proteína viral gp120 y 
los receptores celulares (Moore y Nara 1991; Weiss y White 1993).  El principal 
receptor celular que media la infección es el CD4. El VIH-1 penetra en el organismo a 
través del intercambio de fluidos corporales, e infecta principalmente linfocitos T 
colaboradores, macrófagos, células dendríticas y células de la microglía, los cuales 
expresan en su superficie este receptor. Además del CD4 también el virus necesita de 
los co-receptores CCR5 y CXCR4 en su ciclo infectivo (Clapham y McKnight 2002). 
Estos co-receptores  determinan el tropismo específico de la cepa viral y la diana 
gag 



















Figura ¿? Proteínas codificadas por el genoma del VIH-1. Adaptado de Coiras et al., 




celular. Las cepas virales R5 emplean el receptor de quimiocinas CCR5, pudiendo 
infectar macrófagos, células dendríticas y células T. Sin embargo, las cepas X4 del 
VIH-1 emplean como co-receptor la molécula CXCR4, de forma que únicamente 
pueden infectar células T (Doms y Trono 2000). En las primeras etapas de la 
infección por VIH-1 es más fácil detectar cepas virales R5 que X4. Este hecho podría 
deberse a que los virus necesitan infectar células dendríticas y macrófagos, los cuales 
pueden ser los encargados de propagar la infección a los linfocitos T, por ejemplo, 
mediante la presentación de antígeno. Conforme la infección progresa a SIDA, la 
cepa viral X4 termina por  ser predominante (Pantaleo, Graziosi y cols. 1994). El 
proceso de entrada se produce una vez que la proteína viral gp120 interacciona con el 
receptor CD4 y se producen  cambios conformacionales en ambas membranas. Esto 
provoca la exposición de gp41, que se ancla en la membrana de la célula diana. De 
esta manera se propicia la fusión de las bicapas lipídicas del virus y de la célula, 
abriéndose el camino para la liberación del genoma y de las proteínas virales al 
citoplasma celular (Gallo, Finnegan y cols. 2003). Este proceso es además favorecido 








Figura 3.- Ciclo 
infectivo del VIH-
1. Las diferentes 
etapas se pueden 
dividir en dos fases, 
separadas por la 
Integración en el 
genoma de la célula 
hospedadora: La 

















































Figura ¿? Ciclo infectivo del VIH-1. Las diferentes etapas se pueden dividir en dos 
fases, separadas por la Integración en el genoma de la célula hospedadora. La fase 
temprana consta de reconocimiento de la célula, fusión, transcripción inversa, 
translocación al núcleo e integración en el cromosoma celular.  La fase tardía incluye 
la transcripción del genoma viral, transporte al citosol, síntesis de las proteínas 





1.2.2. Procesos tempranos del ciclo infectivo. 
 
El paso siguiente a la fusión de membranas consiste en la decapsidación del 
material genético y proteínas virales. En este proceso intervienen factores celulares y 
las proteínas virales p17 (Cartier, Sivard y cols. 1999), Nef (Schaeffer, Geleziunas y 
cols. 2001) y Vif (Ohagen y Gabuzda 2000). A continuación, las dos cadenas de ARN 
liberadas en la célula por el virión sirven de molde para una reacción de transcripción 
inversa, que da como resultado una molécula de ADN de doble cadena 
correspondiente a la longitud completa del ARN viral. Este proceso es mediado por la 
transcriptasa inversa viral (Hirsch 1990; Harrich y Hooker 2002), pero a su vez puede 
estar influenciado por factores celulares como el complejo proteico APOBEC3G. Este 
complejo compromete la fidelidad de la reacción de transcripción inversa, 
posibilitando que el ADN copiado contenga  mutaciones que hagan la expresión viral 
inviable. Para contrarrestar este mecanismo defensivo del hospedador, el virus ha 
desarrollado la proteína Vif, que aumenta las posibilidades de infección virales 
provocando un descenso de la expresión de APOBEC3G (Sheehy, Gaddis y cols. 
2002; Marin, Rose y cols. 2003). Como paso previo a la integración en el genoma 
celular, el ADN retrotranscrito y el complejo de proteínas virales se dirigen al núcleo 
celular. Al contrario que otros retrovirus, el virus del SIDA no necesita modificar la 
envoltura nuclear para permitir su paso a través de ella. Una vez que el genoma viral 
ha pasado a ADN de doble cadena, varias proteínas virales se asocian al mismo para 
formar el complejo de preintegración (PIC) (Tarrago-Litvak, Andreola y cols. 1994). 
Se ha sugerido que la translocación al núcleo de los Lentivirus puede ocurrir de 
manera dependiente o independiente de señales de localización nuclear (SLN). Las 
proteínas p17, Integrasa y Vpr exhiben estas señales, lo que permitiría al PIC anclarse 
a la membrana nuclear e interaccionar con proteínas celulares que medien el 
transporte nuclear a través del complejo del poro nuclear (Bukrinsky, Haggerty y cols. 
1993; Heinzinger, Bukinsky y cols. 1994; Gallay, Hope y cols. 1997; Le Rouzic y 
Benichou 2005). Sin embargo, aunque estas proteínas se han descrito como 
potenciadoras de la infección tanto en células en división como en reposo, no se ha 
podido demostrar que su ausencia sea determinante en la translocación del VIH-1 al 
núcleo (Bukrinsky 2004; Yamashita y Emerman 2005; Yamashita y Emerman 2006). 
La proteína p24 que compone la cápside viral también posee SLN. Aunque ciertos 
trabajos han sugerido que esta proteína se disocia del genoma viral tras el proceso de 
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retro-transcripción (Fassati y Goff 2001), existen evidencias de que cierta cantidad de 
la proteína permanece asociada al PIC (Arhel, Souquere-Besse y cols. 2007). Además, 
virus mutantes en p24 son incapaces de translocar al núcleo de la célula hospedadora 
(Dismuke y Aiken 2006). Después de que el PIC se ancle a la membrana nuclear, las 
proteínas virales que poseen SLN interaccionan con carioferinas e importinas 
celulares, propiciando la translocación del complejo a través del poro nuclear. 
Además de este mecanismo, el VIH-1 utiliza otras rutas de translocación nucleares. 
Por ejemplo, en células que no se encuentran en división el proceso está iniciado por 
una secuencia de aproximadamente 100 nucleótidos que aparece como estructura 
secundaria en todos los tránscritos virales. Esta secuencia tendría la capacidad de 
interactuar con mecanismos celulares de importación nuclear (Zennou, Petit y cols. 
2000). 
 
Una vez en el núcleo celular, el genoma viral puede encontrarse en 3 
formas episomales distintas: linear, 1-LTR o 2-LTR. De hecho, durante la fase 
asintomática de la infección por VIH-1 el porcentaje de genomas virales no 
integrados puede alcanzar el 99% del total del ADN viral (Chun, Carruth y cols. 
1997). Algunos autores han sugerido que algunos factores celulares como NF-!B 
pueden activar la transcripción de estas formas episomales para así regular la 
expresión de los factores virales Nef, Tat y Rev (Wu 2004). Estos ADN virales de 
doble cadena se encuentran asociados con la enzima integrasa viral. Esta enzima 
cataliza la inserción del genoma del virus en el cromosoma de la célula hospedadora. 
Aunque este proceso se ha descrito detalladamente in vitro, los mecanismos 
moleculares y la importancia de factores tanto celulares como virales en el contexto 
de la cromatina no se conocen  en su totalidad. Por lo general, se considera que el sitio 
de integración viral no ocurre de una manera aleatoria, sino que determinados factores 
como la presencia de estructuras secundarias en una región concreta, la accesibilidad 
de la cromatina o factores celulares específicos, tales como la emerina (Jacque y 
Stevenson 2006) y LEDGF (Llano, Saenz y cols. 2006), facilitan el proceso de 
integración. Como ya se indicará más adelante, el sitio de integración del virus del 
SIDA será determinante para el establecimiento de la latencia viral. Tras este paso, el 
provirus flanqueado por dos regiones LTR se comporta como un gen celular: la región 
5' LTR actúa de la misma manera que un promotor eucariota, mientras que la región 
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3' LTR hace las veces de sitio de poliadenilación y terminación de la transcripción 
(Guntaka 1993). 
 
1.2.3. Regulación transcripcional del VIH-1. 
 
El VIH-1 se replica principalmente en células T CD4 positivas activadas (T 
CD4+) (Margolick, Volkman y cols. 1987; Zack, Cann y cols. 1988), aunque estas 
células únicamente sobreviven durante los primeros días de la infección debido al 
efecto citopático del virus (Ho, Neumann y cols. 1995).  En determinadas ocasiones 
un linfoblasto CD4+ infectado puede evitar el efecto citopático del virus y sobrevivir 
el tiempo suficiente para revertir a célula T memoria. En este momento, la expresión 
de los genes virales desciende de manera dramática. La razón para que esto ocurra 
radica en la diferente regulación a la que está sometido el promotor viral LTR en las 
distintas condiciones fisiológicas (Brooks, Hamer y cols. 2003; Hermankova, 
Siliciano y cols. 2003). Este promotor se encuentra fuertemente influenciado por la 
unión de proteínas de la célula hospedadora a elementos de respuesta específicos. Por 
lo general, el LTR de todos los Lentivirus se puede dividir en 3 regiones diferentes: 
U3, R y U5. La primera de ellas contiene a su vez 3 zonas que se regulan de distinta 
manera: el núcleo del promotor o promotor basal (desde las posiciones -78 a -1, es 
decir, hacia el extremo 5´ del sitio de inicio de la transcripción); una región 
potenciadora (comprendiendo los nucleótidos desde -105 hasta -79); y finalmente, una 
región moduladora (desde -454 hasta -104). Dentro de esta última región se han 
descrito múltiples posibles interacciones con factores de transcripción celulares para 
aumentar o disminuir la actividad del promotor viral. Ejemplos de estos factores son 
NF-AT (Factor Nuclear de Células T Activadas) (Shaw, Utz y cols. 1988), AP-1 
(Proteína Activadora 1) (Canonne-Hergaux, Aunis y cols. 1995), C/EBP (Henderson, 
Zou y cols. 1995), Lef-1 (Waterman y Jones 1990), RAR (Receptor del Ácido 
Retinoico) (Sawaya, Rohr y cols. 1996), Ets-1 (Sheridan, Sheline y cols. 1995), etc. 
Además, incluida dentro de la región moduladora, fue descrita una zona de regulación 
exclusivamente negativa (NRE) desde los nucleótidos -340 a -180 (Rosen, Sodroski y 
cols. 1985). La región potenciadora consiste principalmente en dos sitios de unión 
para el factor de transcripción NF-!B  (Factor Nuclear Kappa B). Este factor 
pertenece a la familia de factores Rel, los cuales se asocian como homodímeros o 
heterodímeros para activar o reprimir la transcripción viral. La misma secuencia es 
Introducción 
! 11!
compartida en el LTR por NF-AT y AP-2, que activan la expresión viral sin interferir 
con la unión de NF-!B  (Perkins, Agranoff y cols. 1994). 
 
El núcleo del promotor es similar al de todos los genes eucariotas 
transcritos por la ARN polimerasa II (ARNpol-II). Numerosos factores se asocian a 
esta región para formar el Complejo de Preiniciación de la Transcripción (CPT). Este 
complejo se recluta por la presencia en el ADN viral de una modificación de la caja 
TATA, conocida como caja CATATA (van Opijnen, Kamoschinski y cols. 2004) y 
tres sitios de unión al factor de transcripción constitutivo SP-1 (Harrich, Garcia y cols. 
1989). El complejo celular LSF, formado por los factores LBP-1 y UBP, interacciona 
con el ADN viral alrededor del sitio de inicio de la transcripción y reprime la 
transcripción mediante un mecanismo que incluye al regulador transcripcional YY1 y 
a la Histona Deacetilasa HDAC-1. Por otro lado, la unión de TDP-43 modula la 
actividad del promotor viral facilitando o impidiendo la interacción con otros factores 
de transcripción. El factor USF se comporta como activador de la maquinaria 
transcripcional. En el núcleo del promotor, justo en el inicio de la transcripción (+1), 
se encuentra un elemento que promueve la síntesis de tránscritos cortos abortivos 
gracias al reclutamiento de factores de transcripción que bloquean la formación de 
tránscritos completamente elongados. Es por esto que este elemento recibe el nombre 
de inductor de tránscritos cortos (ITC) (Ratnasabapathy, Sheldon y cols. 1990). 
 
Dentro de la región R tiene especial importancia el elemento de respuesta a 
Tat (TAR), situado justo al inicio de la transcripción (+1 a +60, considerando +1 el 
inicio de la transcripción viral) (Selby, Bain y cols. 1989; Dingwall, Ernberg y cols. 
1990). La transcripción de esta región da lugar a la formación de una estructura 
secundaria en forma de lazo, la cual ha demostrado servir como anclaje para la 
proteína transactivadora viral Tat. Por último, la región U5 del promotor contiene 
múltiples sitios de interacción para factores de transcripción tales como AP-1, NF-!B, 














Figura 4.- Organización de la región 5! LTR del VIH-1. 
 
Independientemente del sitio en el que el provirus del VIH-1 se haya 
integrado, la cromatina se estructura a lo largo del genoma viral en una manera 
estrictamente ordenada. De acuerdo con esto, dos nucleosomas 1 y 0 (nuc-1 y nuc-0) 
se colocan en el promotor viral. En células quiescentes, estos nucleosomas se 
disponen definiendo dos zonas abiertas que permiten el libre acceso de la maquinaria 
transcripcional. Estas zonas corresponden a los nucleótidos -200 a +465, que incluyen 
la región moduladora, la región potenciadora y el núcleo del promotor; la zona que va 
desde el nucleótido +610 al +720 correspondiente a la región U5. Tras la activación 
celular la cromatina sufre una importante remodelación que incluye el desplazamiento 
del nuc-1, lo cual aumenta la región del promotor viral que es accesible (desde -200 a 
+720). Esta modificación es crucial para conseguir una transcripción viral efectiva, ya 
que se reclutan los factores celulares necesarios para permitir el correcto 
funcionamiento de la ARNpol-II y, por consiguiente, la elongación productiva de los 
tránscritos virales puede tener lugar. Curiosamente, únicamente el nuc-1 se modifica 
tras la hiperacetilación que se produce en tratamientos con agonistas de PKC (como el 
PMA o la Prostratina), activación de receptores celulares (TNFR, TCR, etc) o con el 
tratamiento con inhibidores de Histonas Deacetilasas (HDACs), como el SAHA, el 
Ácido Valproico o la Tricostatina A. Esto sugiere que existe un mecanismo específico 
el cual podría estar causado por la eliminación de complejos represores que 
normalmente se reclutan en el promotor por los factores celulares LSF, YY1 y el 
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Figura ¿? Organización de la región 5! LTR del VIH-1. El LTR está compuesto por 
las regiones U3, R y U5. El sitio de inicio de la transcripción se localiza en la zona 
de unión entre las regiones U3 y R. La región U3 contiene la región moduladora, que 
incluye la zona reguladora negativa, la zona potenciadora o enhancer y el promotor 
basal. La secuencia TAR se sitúa en la zona R. Adaptado de Colin et al., 2009. 
Retrovirology. 










represor descrito anteriormente se reemplazaría por un complejo funcional que 
incluye el heterodímero p65/p50, las Histonas Acetilasas (HATs) CBP/p300, p/CAF 
(factor asociado a CBP/p300), SRC-1 (Coactivador del receptor de esteroides 1), así 
como otras proteínas celulares. El nuevo ambiente celular se caracteriza por la 
presencia de histonas acetiladas, lo cual promueve la remodelación de la cromatina y 
la llegada de nuevos factores de transcripción que incrementan la estabilidad del 
complejo transcripcional y el ADN. Un complejo que juega un importante papel en la 
reestructuración de la cromatina es SWI/SNF, que se asocia de manera específica con 
el nuc-1 y que se piensa es responsable del desplazamiento de nuc-1 en condiciones 
de activación (Bukrinsky 2006). 
 
La transcripción se inicia cuando el factor TBP (Proteína de unión a 
TATA), así como un conjunto de factores asociados, interaccionan con la caja 
CATATA del núcleo del promotor LTR. El CPT se forma por la secuencial adición de 
proteínas celulares: TFIID, TFIIA, TFIIB, TFIIE, TFIIF y TFIIH; además de la 
ARNpol-II. El TFIIH media la separación de las hebras de ADN viral (gracias a la 
actividad Helicasa de la ARNpol-II), la CDK7 (quinasa dependiente de ciclina-7) 
fosforila el dominio C-terminal -CTD- de la subunidad mayor de la ARNpol-II, 
permitiendo la elongación de los tránscritos virales. En condiciones de no activación, 
el complejo transcripcional no es completo. Esto da como resultado un continuo inicio 
de la transcripción de ARN mensajeros cortos o abortivos de vida media limitada. 
Además de estos, existen otros factores que se piensa que activan a la ARNpol-II. Por 
ejemplo, la subunidad p65 de NF-!B  propicia el reclutamiento de p-TEFb, que 
fosforila un segundo residuo en CTD (West, Lowe y cols. 2001). El salto desde la 
iniciación de la tránscripción a una elongación de tránscritos productiva, enfrenta a 
dos grupos de factores de transcripción que modifican la productividad de la enzima. 
Los factores de elongación negativos (NELFs) como DSIF y NELF, provocan una 
terminación prematura de la elongación, lo que resulta en tránscritos virales cortos y 
abortivos. Los factores de elongación positivos, como p-TEFb, participan en la 
fosforilación de residuos en CTD como ya hemos mencionado, favoreciendo la 
elongación. p-TEFb está formado por las proteínas CDK9 (quinasa dependiente de 
ciclina-9) y ciclina T1, y el mecanismo concreto por el cual estos grupos de factores 
regulan la transcripción se cree que está basado en un juego de fosforilaciones y 
defosforilaciones entre factores positivos y negativos. Una vez que la transcripción se 
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ha iniciado y la maquinaria transcripcional se ha ajustado, es necesaria una 
reconversión de los factores para llevar a cabo la elongación exitosa de tránscritos 
virales. Así, por ejemplo, los factores TFIIB, TFIIE, TFIIF y TFIIH son retirados. El 
único factor que permanece asociado al núcleo del promotor es TFIID, que se piensa 
que facilita un posible reinicio rápido de la transcripción. Una vez que la transcripción 
finaliza, la ARNpol-II se modifica para volver a su estado basal, tras sufrir una serie 
de defosforilaciones del CTD, mediadas por TFIIF y SCP1 (pequeña fosfatasa de 
CTD-1) (Yeo, Lin y cols. 2003). 
 
1.2.4. Procesos tardíos del ciclo infectivo. 
 
En la primera fase del ciclo de replicación no se producen tránscritos 
correspondientes a la totalidad del genoma viral, pero sí varias moléculas cortas de 
ARNm procedentes de modificaciones por empalme alternativo. Estos tránscritos 
codifican para las proteínas virales Tat, Nef y Rev (Jordan, Defechereux y cols. 
2001). Cuando la cantidad de Tat traducida supera cierto umbral, ésta aumenta 
considerablemente la tasa de transcripción viral mediante su interacción con el 
elemento TAR. Además, a medida que van apareciendo estos tránscritos cortos, los 
niveles de Rev aumentan y esto propicia la producción de tránscritos virales 
completos. Así, la proteína Rev participa en la maduración de las moléculas de ARN 
mensajero y la translocación de las mismas a los polisomas en el citoplasma celular 
(Pollard y Malim 1998). Esto ocurre porque los tránscritos virales completos, o 
aquellos que sólo han sufrido un proceso de empalme, exhiben una secuencia de 
nucleótidos que es reconocida por Rev (RRE, elemento de respuesta a Rev).  En los 
polisomas tiene lugar la síntesis de otras proteínas virales y ARN genómico. Una vez 
que las proteínas virales se sintetizan en el citoplasma celular, éstas deben ser 
modificadas post-traduccionalmente antes de que se produzca el ensamblaje de las 
mismas para dar lugar a viriones infectivos. La proteína codificada por env (gp160) 
sufre glicosilación en el retículo endoplásmico. La proteína Gag/p55 se procesa 
proteolíticamente por la proteasa viral para dar 6 diferentes proteínas estructurales.  El 
gen gag-pol, se traduce de manera diferente para dar las enzimas virales;  proteasa, 




El ciclo infectivo finaliza con el ensamblaje y liberación de las partículas 
infectivas. Para ello, gp160 se inserta en la membrana lipídica de la célula 
hospedadora (Sandefur, Smith y cols. 2000), donde sirve de señal para las demás 
proteínas estructurales, tránscritos virales completos, las enzimas virales y algunos 
cofactores celulares (De Guzman, Wu y cols. 1998; Greene y Peterlin 2002; 
Zimmerman, Klein y cols. 2002; Kleiman y Cen 2004). Curiosamente, la misma 
molécula de superficie que propicia la infección por el VIH-1 (CD4) resulta 
incompatible con el proceso de formación y liberación de los viriones. Por ello, el 
virus provoca un descenso en la expresión de esta molécula a través de sus proteínas 
virales, como Nef (Das y Jameel 2005) o Vpu (Willey, Maldarelli y cols. 1992). La 
maduración final de los viriones y el ensamblaje correcto de las proteínas virales se 
produce en el momento final del ciclo infectivo, previamente a la gemación de los 
virus a través de la membrana celular, y permite constituir una partícula viral madura 
(Cullen 1992; Ganser-Pornillos, Yeager y cols. 2008). La liberación de los viriones 




2.- LATENCIA VIRAL. 
 
El tratamiento que en la actualidad se administra a los pacientes de SIDA 
consiste en la Terapia Anti-Retroviral de Gran Actividad (TARGA). Esta terapia 
consiste en un cóctel de fármacos con capacidad de bloquear pasos específicos en el 
ciclo replicativo viral, evitando así la infección de nuevas células y, por tanto la 
progresión de la enfermedad. La terapia TARGA actúa principalmente sobre dianas 
virales, aunque más recientemente se han introducido fármacos que actúan sobre 
dianas celulares, como Fuzeon y Maraviroc. El resultado del régimen con TARGA es 
una disminución de las moléculas de ARN viral hasta el límite de detección que las 
técnicas actuales permiten (50 copias por ml de plasma), así como una recuperación 
en el número de células T CD4+. Sin embargo, si se retira el tratamiento en pacientes 
que han estado controlados durante años, se produce un incremento de la viremia 
plasmática en únicamente un par de semanas (Chun, Davey y cols. 1999). Cuando se 
analizan detenidamente los efectos del TARGA sobre la viremia plasmática aparecen 
4 fases diferenciadas (Colin y Van Lint 2009): (i) un rápido descenso de la carga viral 
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debido a la corta vida media de los linfocitos CD4+ infectados; (ii) un continuo 
descenso de la carga viral, aunque no tan brusco como el anterior, debido a la 
progresiva desaparición de macrófagos y células dendríticas infectadas, las cuales 
tienen una vida media mayor que las células T; (iii) un lento descenso de la carga 
viral debido a células con más de 40 días de vida media y (iv) una fase estable en la 
que no se aprecia un mayor descenso de la viremia. En esta fase, las células infectadas 
que mantienen la viremia se piensa que son las células memoria, cuya vida media 
estimada es de varios años.  
 
Principalmente hay dos teorías establecidas, no incompatibles, acerca de la 
causa del rebote que se produce en la viremia una vez que se retira la TARGA. La 
primera de ellas fundamenta el rebote en una replicación residual del virus. Según 
esta hipótesis, existen algunos tejidos o compartimentos santuario en los cuales la 
penetración de las drogas antirretrovirales es deficiente, por ejemplo tejidos linfáticos 
tales como la médula, nódulos linfáticos (Gunthard, Havlir y cols. 2001) o tejidos 
linfoides asociados al tracto gastrointestinal (Pantaleo, Graziosi y cols. 1993; Veazey, 
DeMaria y cols. 1998; Chun, Nickle y cols. 2008). Otro posible santuario viral es el 
sistema nervioso central (Thomas 2004), que puede albergar infecciones por el VIH-1 
a través de la migración de macrófagos y monocitos infectados. Por último, el epitelio 
renal (Bruggeman, Ross y cols. 2000) y el tracto genitourinario (Vernazza, Eron y 
cols. 1994) también se han postulado como posibles lugares de compartimentalización 
de infecciones virales. 
 
La segunda hipótesis que se plantea considera que la TARGA es altamente 
eficiente contra virus activos, eliminando cualquier atisbo de replicación viral 
subyacente. En este caso, deberían existir unos reservorios virales entendidos como 
tejidos, células o compartimentos del organismo en los que el virus adopta una forma 
en la que no es susceptible de ser atacado por la terapia. Efectivamente, una vez que 
el virión ha infectado a una célula hospedadora, se ha integrado en el genoma y no 
ejerce un ciclo lítico, la célula infectada no presenta diferencias fenotípicas con las no 
infectadas y, por tanto, ni el sistema inmune, ni la TARGA son efectivos. Estos 
reservorios virales se establecen en las primeras fases de la infección aguda y están 
compuestos por una serie de tipos celulares y lugares anatómicos donde el virus se ha 
integrado de manera productiva, pero que guardan una cinética de replicación más 
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lenta que la de los virus que se replican continuamente (Blankson, Persaud y cols. 
1999). En los pacientes bajo tratamiento con TARGA, los reservorios virales podrían 
corresponder a las fases (iii) y (iv), en los que hay un descenso mínimo o nulo de la 
carga viral, como se describió con anterioridad. El origen de estas fases no se conoce 
con exactitud, pero se cree que la cuarta fase está mantenida por células CD4+ 
memoria en reposo (Chun, Finzi y cols. 1995; Chun, Carruth y cols. 1997). Dada la 
larga vida media de los linfocitos T memoria y teniendo en cuenta que la proporción 
de estas células memoria infectadas es 1:106 de todas las células memoria se ha 
predicho mediante modelos matemáticos que se necesitarían más de 60 años de 
terapia TARGA para erradicar completamente el virus del organismo (Pierson, 
McArthur y cols. 2000). Sin embargo, estas células pueden no ser las únicas 
responsables de la infección crónica. Estudios recientes (Brennan, Woods y cols. 
2009) proponen un extraño evento de infección viral en las primeras etapas después 
del contacto con el VIH-1. La diana de este evento podría ser, por ejemplo, una célula 
madre progenitora, en este caso de monocitos o macrófagos. Este hecho tendría como 
consecuencia la generación de una descendencia en la que el genoma viral se ha 
copiado sin introducir errores (Bailey, Sedaghat y cols. 2006), de forma que todos los 




2.1. Tipos de latencia: pre- y post-integración del VIH-1. 
 
Dependiendo de si el virus ha llevado a cabo con éxito el proceso de 
integración en el genoma de la célula hospedadora, podemos diferenciar dos estados 
de latencia viral diferentes; latencia preintegración y post-integración. La primera de 
ellas es consecuencia de una interrupción del ciclo viral en un estado anterior a la 
integración (Pierson, Kieffer y cols. 2002; Strebel, Luban y cols. 2009). Las células T 
vírgenes y las células T memoria representan un ambiente muy restrictivo para la 
replicación del VIH-1. Los factores que provocan esta restricción suelen ser 
característicos de células no activadas. En concreto, en una célula en reposo los 
niveles de deoxiribonucleótidos tri-fosfato necesarios para la retro-transcripción viral 
son bajos (Zack, Arrigo y cols. 1990; Gao, Cara y cols. 1993; Meyerhans, Vartanian y 
cols. 1994), y además existen factores celulares como APOBEC3G (Mariani, Chen y 
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cols. 2003; Marin, Rose y cols. 2003) y bajos niveles de ATP necesarios para la 
translocación de complejos virales al núcleo (Chiu, Soros y cols. 2005). Como 
resultado de estos impedimentos, en estas células se acumulan isoformas no 
integradas del genoma viral, lineares y circulares (con uno o dos LTR). Se ha descrito 
que estas formas son susceptibles de integración tras activación celular, por lo que 
podrían considerarse como reservorios virales potenciales (Zack, Arrigo y cols. 1990; 
Bukrinsky, Stanwick y cols. 1991). En cualquier caso, las moléculas de genoma viral 
prelatente permanecen en el citoplasma y para ellos se ha cuantificado una vida media 
muy corta, de apenas un día (Pierson, Kieffer y cols. 2002; Zhou, Zhang y cols. 
2005). No obstante, un dato importante es que en macrófagos en reposo (Saenz, 
Loewen y cols. 2004; Gillim-Ross, Cara y cols. 2005) la vida media de estas 
moléculas es mayor, y se ha sugerido que son capaces de ser funcionalmente activos 
(Kelly, Beddall y cols. 2008). Aunque estas isoformas no integradas no pueden 
producir partículas virales, sí se transcriben y pueden traducirse para producir la 
proteína viral Nef en células CD4+ en reposo (Wu y Marsh 2001) y en macrófagos 
(Kelly, Beddall y cols. 2008), favoreciendo la replicación viral en el momento que la 
célula hospedadora reciba un estimulo activador. En general, esta variedad de latencia 
viral, aunque es muy importante para el estudio del ciclo viral, no se considera 
clínicamente significativa. 
 
Como ya hemos mencionado, el VIH-1 se multiplica principalmente en 
células CD4+ activadas. Sin embargo, estas células suelen vivir muy poco tiempo 
después de la infección, principalmente por la citotoxicidad provocada por la 
liberación de las partículas virales y la activación descontrolada de factores de 
transcripción (Ho, Neumann y cols. 1995; Wei, Ghosh y cols. 1995). No obstante, 
algunas células infectadas y activadas revierten a un estado quiescente de memoria 
(CD4+/CD29+/CD45RO+), lo cual implica un descenso considerable de la 
transcripción viral hasta límites indetectables (Hermankova, Siliciano y cols. 2003). 
Hoy en día sabemos que la tasa de transcripción no es cero y que la maquinaria 
transcripcional da lugar a moléculas de ARN mensajero viral cortas y abortivas 
(Lassen, Bailey y cols. 2004). Esta transición está provocada por la inactivación de 
rutas de señalización  de factores de transcripción proinflamatorios (como NF-!B  o 
NF-AT) (Nabel y Baltimore 1987). Es decir, el resultado es un provirus establemente 
integrado en el genoma con total capacidad de replicación y que, al ser 
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transcripcionalmente silente, tiene como función la de perdurar durante muchos años 
en el organismo.  
 
2.2. Mecanismos moleculares que contribuyen a la latencia. 
 
2.2.1. El lugar y la orientación de integración del VIH-1 en el genoma 
hospedador.  
 
La integración del provirus puede ocurrir en diferentes sitios de manera 
específica. Se han identificado ciertos factores que facilitan o dificultan el proceso de 
integración viral. Por lo general, se considera que el complejo de preintegración (PIC) 
tiene preferencias por regiones correspondientes a genes transcripcionalmente muy 
activos (Mitchell, Beitzel y cols. 2004). A este respecto, se han identificado regiones 
intrónicas de genes de muy alta expresión como zonas preferidas para la integración 
viral (Han, Lassen y cols. 2004). Esto ocurre porque, por ejemplo, la maquinaria 
transcripcional que se encarga de la expresión del gen hospedador que se sitúa en las 
regiones codificantes, podría interferir con el PIC viral (Schroder, Shinn y cols. 2002; 
Crampton, Bonass y cols. 2006). Además, al tratarse de genes activos, la cromatina se 
encontraría en un estado más relajado, favoreciendo el acceso de los PICs. Sin 
embargo, aún en estos casos, podemos encontrar fenómenos de interferencia 
transcripcional. Se ha postulado que este efecto, originado por la presencia de un 
promotor activo en una región cercana o por la orientación de la integración del 
genoma viral (Han, Lin y cols. 2008), podría tener un efecto en el establecimiento de 
la latencia viral (Callen, Shearwin y cols. 2004). La presencia de un complejo 
transcripcional próximo, guiado por un promotor potente en sentido contrario, puede 
producir el secuestro de factores de transcripción necesarios para el complejo 
transcripcional viral (Han, Lin y cols. 2008). Además, se ha descrito que la colisión 
de dos complejos de la ARNpol-II que están simultáneamente llevando a cabo la 
transcripción, puede resultar en el bloqueo de la elongación de los tránscritos 
resultantes (Crampton, Bonass y cols. 2006). En el caso de que  el genoma viral se 
integre en la misma orientación que el gen del hospedador, existen dos mecanismos 
de bloqueo de la transcripción. En primer lugar, la actividad de la ARNpol-II sobre el 
gen residente podría distorsionar la unión de cofactores ya unidos al ADN del genoma 
viral. Además, la maquinaria transcripcional celular podría también secuestrar los 
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factores del promotor viral y emplearlos para la transcripción del gen celular 
(Martens, Laprade y cols. 2004). En segundo lugar, una vez que la transcripción del 
gen celular ha empezado y la maquinaria transcripcional está acoplada, el 
establecimiento del complejo de pre-iniciación en el extremo 5'-LTR puede 
bloquearse ya que la ARNpol-II, que viene transcribiendo el gen celular, podría 
ignorar su sitio predeterminado de fin de transcripción y continuar transcribiendo el 
genoma viral, desplazando los cofactores virales requeridos para la iniciación. La 
parte viral transcrita junto con el gen celular no se traduce, ya que se elimina en la 
maduración del gen (Han, Lassen y cols. 2004). En definitiva, los datos indican que el 
efecto de la orientación del provirus depende de las circunstancias que envuelven 
cada evento de integración y su función depende de la ocupación del promotor 5'-
LTR y de la tasa de transcripción del gen celular en el que se ha producido la 
integración (Mazo, Hodgson y cols. 2007). 
 
2.2.2. Factores de transcripción celulares. 
 
Como hemos descrito anteriormente, existen algunos factores celulares que 
modulan la transcripción viral, bien interaccionando directamente con regiones 
específicas en las distintas zonas del LTR, o bien interfiriendo con la actividad de 
otros factores implicados. Quizás NF-!B  puede considerarse el más importante de los 
activadores celulares. Los niveles de este factor de transcripción varían de acuerdo 
con el estado de activación celular. En linfocitos T en reposo la forma activadora de 
NF-!B, compuesta por el heterodímero p50:p65 (RelA), está secuestrada en el 
citoplasma por la proteína inhibidora de NF-!B (I!B") mediante una interacción no 
covalente. Otra forma del factor, el compuesto por el homodímero p50:p50 se 
encuentra asociado al promotor viral, donde contribuye a la creación de un ambiente 
represivo (Blankson, Bailey y cols. 2007). Cuando la ruta de NF-!B se activa, por 
ejemplo mediante el empleo de agonistas de PKC, se produce una cascada de 
señalización que converge en la activación del complejo IKK (Complejo quinasa de 
I!B"). Este complejo lleva a cabo la fosforilación de I!B" en un residuo específico, 
provocando un cambio conformacional que deja a la vista una señal diana de 
ubiquitinación. NF-!B se libera en el citoplasma, mientras I!B" es degradada por el 
proteosoma, y se dirige al núcleo celular para interaccionar con el genoma viral (Weil 
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y Israel 2004), desplazando los homodímeros de p50. Una vez en el núcleo, NF-!B 
interacciona con otros factores celulares que facilitan el acoplamiento y 
funcionamiento de la maquinaria transcripcional, como p300. El papel de este factor 
es tan importante que bajos niveles de expresión del mismo se han relacionado con 
baja o falta de actividad del promotor (Nabel y Baltimore 1987), y con estados de 
latencia viral (Bachelerie, Rodriguez y cols. 1997; Bisgrove, Lewinski y cols. 2005). 
Otro factor celular, SP-1, aunque de expresión constitutiva, regula los estadíos de 
latencia viral gracias a una función de andamiaje para moléculas virales y celulares. 
Así, SP-1 recluta a Myc para reprimir la transcripción viral (Jiang, Espeseth y cols. 
2007), o a Vpr, que a su vez potencia la transcripción de p21, que favorece la latencia 
(Zhang, Scadden y cols. 2007). Otro factor importante para el mantenimiento de la 
latencia viral es NF-AT. Esta proteína tiene sitios de reconocimiento específicos en 
varias regiones a lo largo del LTR (Williams, Chen y cols. 2004). Su activación 
responde a estímulos extracelulares y a cambios en los niveles de Calcio (Ca2+) 
intracelulares, los cuales activan a la enzima Calcineurina que a su vez lleva a cabo la 
defosforilación de NF-AT. Del mismo modo que ocurre con NF-!B, la activación de 
NF-AT promueve el funcionamiento de HATs como CBP y p300, propiciando un 
ambiente molecular pro-replicación (Garcia-Rodriguez y Rao 1998). Por último, en 
repuesta a estímulos pro-inflamatorios, se activan dos rutas de MAP quinasas, JNK 
(Quinasa N-terminal de c-Jun) y ERK (Quinasa asociada a aseñales extracelulares). 
Estas proteínas activan los factores c-Jun y Fos, conformando el factor AP-1 (Proteína 
activadora-1) (Karin, Liu y cols. 1997). Este factor se une al promotor viral activando 
la transcripción. Además de estos factores implicados directamente en la activación 
de los linfocitos T, existen muchas otras proteínas celulares que, aún sin estar 
específicamente ligadas con la activación de la respuesta inmune, se ha visto que 
juegan un rol importante en el control de la transcripción del LTR. Así por ejemplo, la 
subunidad de 73 kDa del factor de corte y poliadenilación (CPSF3) es un represor de 
la transcripción del VIH-1 por interaccionar con el elemento regulador negativo del 
LTR. Además, la proteína viral Tat interacciona físicamente con CPSF3, inhibiendo 
su función represora (de la Vega, Sanchez-Duffhues y cols. 2007).  La chaperona 
SPT6 (Supresor de Ty6) es una proteína celular de elevado peso molecular que regula 
el ensamblaje de los nucleosomas (Bortvin y Winston 1996). Recientemente se ha 
identificado como represora de la transcripción del LTR en levaduras, mediante un 
mecanismo que requiere la remodelación de la cromatina y la interacción directa con 
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la ARNpol-II (Vanti, Gallastegui y cols. 2009). En el mismo trabajo se describió 
como CHD1 (Dominio de unión al ADN de la Cromo-ATPasa/Helicasa-1) y el 
heterodímero FACT (Favorecedor de la Transcripción de la Cromatina) son 
responsables de los bajos niveles de transcripción basal en levaduras. FACT está 
compuesto por las proteínas SSRP1 (Proteína de Reconocimiento Específico de 
Estructura-1) y SPT16 (Supresor de Ty16) y, al igual que CHD1, son parte de la 
maquinaria celular necesaria para establecer el grado de empaquetamiento de la 
cromatina. Por último, los factores celulares APOBEC3G (Chiu, Soros y cols. 2005) y 
COMMD1 (Ganesh, Burstein y cols. 2003), interfieren directamente con pasos 
específicos del ciclo de replicación viral. Como ya hemos mencionado, el complejo 
APOBEC3G interfiere con la retro-transcripción viral en células en reposo. El papel 
de COMMD1 se centra en el factor de transcripción NF-!B, bloqueando el acceso del 
mismo al LTR viral a través de la compactación de la cromatina.  
 
2.2.3. La organización de la cromatina del VIH-1.  
 
Otro aspecto que hay que considerar para el mantenimiento de la latencia 
viral radica en el estado de compactación de la cromatina en el lugar de integración. 
Las modificaciones epigenéticas provocan cambios en la estructura de la cromatina y 
la recolocación de los nucleosomas. Los complejos enzimáticos responsables tienen 
su diana en las colas de las histonas que forman estos nucleosomas. El resultado es el 
aumento de accesibilidad a la maquinaria transcripcional. Las enzimas Histonas 
Deacetilasas (HDACs) median la condensación del ADN gracias a la retirada de los 
grupos acetilo de las colas de las histonas, y la consecuente represión de la 
transcripción. Por el contrario, las Histonas Acetilasas o Acetil-transferasas (HATs) 
(He y Margolis 2002) inducen la activación transcripcional. La interacción de HDACs 
o HATs con el promotor viral está sostenida por la presencia de factores específicos 
en el promotor. Así por ejemplo, YY1 y LSF reclutan HDAC-1 para formar un 
complejo represor en -10/+27. Del mismo modo, el homodímero de NF-!B  p50 y 
CBF-1 también favorecen la interacción con HDACs (Ylisastigui, Coull y cols. 2004; 
Gordon, Akopyan y cols. 2006; Williams, Chen y cols. 2006). Estas interacciones se 
pueden bloquear con el empleo de inhibidores de las HDACs, tales como Tricostatin 
A, Ácido Valproico, Butirato Sódico o SAHA. Estos compuestos se comportan como 
activadores de la transcripción y actualmente se están postulando como parte de un 
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tratamiento de reactivación viral. La proteína transactivadora Tat favorece la actividad 
del promotor mediante la atracción al 5' LTR de HATs tales como CBP, P/CAF o 
hGCN5. Sin embargo, la presencia de HATs o el desplazamiento de las HDACs no es 
suficiente para regular positivamente el promotor, y este hecho debe estar 
acompañado por la transactivación mediada por los factores celulares NF-AT, NF-!B 
o SP-1, los dos últimos modificados post-traduccionalmente por acetilación 
(Doetzlhofer, Rotheneder y cols. 1999; Chen, Fischle y cols. 2001).  
 
Otro mecanismo epigenético de control de la expresión es la metilación de 
regiones ricas en nucleótidos Guanina y Citosina (regiones CpG). La metilación está 
asociada con bloqueo de la transcripción, ya que interfiere con la unión de la 
maquinaria transcripcional al promotor. La primera vez que se tuvo constancia de este 
mecanismo fue en 1987 gracias a la observación de que los inhibidores de la 
metilación reactivaban la transcripción viral (Bednarik, Mosca y cols. 1987). Hoy en 
día sabemos que los complejos pro-metilantes reclutan a su vez HDACs, dando lugar 
a un entramado molecular donde figuran las enzimas SUV39H1, HP1! y el co-
represor CTIP-2 (du Chene, Basyuk y cols. 2007; Marban, Suzanne y cols. 2007).  
 
2.2.4. La proteína Tat.  
 
La activación de la elongación de tránscritos por la ARNpol-II es un 
proceso exquisitamente regulado que implica diferentes tipos de factores de 
elongación (Sims, Belotserkovskaya y cols. 2004). Una vez que se ha establecido el 
inicio de la transcripción de manera correcta, la proteína viral Tat juega un papel 
central asegurando el correcto desarrollo de la elongación transcripcional. Sería lógico 
pensar por tanto, que una alteración del mecanismo de activación ejercido por Tat 
pudiera favorecer la latencia viral. Todos los tránscritos de VIH-1 contienen en su 
extremo 5' el elemento TAR. En condiciones de replicación viral, la transcripción de 
esta región tiene como consecuencia una estructura secundaria en forma de lazo que 
se asocia con la proteína Tat (Selby, Bain y cols. 1989). Esta interacción promueve el 
reclutamiento de quinasas, metil-transferasas, acetil-transferasas y otros componentes 
encargados de finalizar los tránscritos virales (Romani, Engelbrecht y cols.). La 
actividad transcripcional de Tat depende fundamentalmente de una asociación directa 
con p-TEFb. En condiciones de reposo, este complejo formado por la Ciclina T1 y 
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por CDK9, se encuentra bloqueado a través de su asociación con un ARN celular 7SK 
y la proteína represora HEXIM1 (Holstege, Fiedler y cols. 1997). El factor p-TEFb 
forma parte a su vez de distintos complejos transcripcionales. Se han descrito dos 
complejos diferentes en presencia de Tat: por un lado p-TEFb se asocia con factores 
celulares co-activadores como AFF4, ENL, AF9, el complejo PAF1 y la propia Tat. 
Tras un estímulo, Tat promueve la asociación entre ELL2 y p-TEFb, que en 
condiciones de no activación está impedida por AFF4. ELL2 sinergiza con p-TEFb 
promoviendo la transcripción (He, Liu y cols. 2010). En general, el mecanismo por el 
que Tat favorece la elongación se debe una activación de la subunidad CDK9 de 
pTEFb, facilitando la asociación de la ARNpol-II con el ADN a medida que se va 
produciendo la transcripción.  
 
Además de la influencia de Tat directamente sobre la ARNpol-II y sus co-
factores, ésta proteína viral también interacciona con diversos cofactores celulares que 
promueven la elongación. Por ejemplo, las acetil transferasas (HATs) p300 y P/CAF 
(Benkirane, Chun y cols. 1998; Marzio, Tyagi y cols. 1998), promoviendo la 
acetilación de las histonas y la relajación de la cromatina y favoreciendo la 
transcripción. La interacción de Tat con estos factores celulares da lugar a 
modificaciones post-transduccionales de la propia proteína Tat. Así, p300 acetila Tat 
en Lys 50, lo cual resulta en la disociación de Tat con p-TEFb y su asociación con 
P/CAF (Bres, Tagami y cols. 2002). También la histona deacetilasa SIRT1 elimina 
residuos acetilados directamente de Tat (Pagans, Pedal y cols. 2005). También se ha 
descrito que la interacción de Tat con enzimas metiltransferasas o metilasas, las 
cuales transfieren grupos metilo a residuos específos (Lys 50 y Lys 51) resulta en una 
inhibición de la acción de Tat (Van Duyne, Easley y cols. 2008). Así por ejemplo, la 
metilasa PRMT6 transfiere específicamente grupos metilo a dos residuos de Tat, 
bloqueando la correcta interacción de ésta con TAR (Xie, Invernizzi y cols. 2007). 
 
Finalmente, aunque el principal mecanismo de transactivación de Tat sobre 
el LTR es aquel mediado por TAR, se ha observado que Tat puede potenciar la 
transcripción viral aún en ausencia de este elemento (Taylor, Pomerantz y cols. 1992). 
Por ejemplo, la transactivación de Tat depende fuertemente de la presencia en el ADN 
de sitios de unión específicos para los factores de transcripción NF-!B y SP-1 (El 
Kharroubi, Piras y cols. 1998).  Aunque se ha sugerido que Tat podría unirse 
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directamente a los sitios NF-!B en el ADN (Dandekar, Ganesh y cols. 2004), es más 
probable pensar que Tat ejerciera un efecto sobre quinasas reguladoras de la ruta de 
activación de NF-!B. De hecho, Tat activa algunos isotipos de PKC in vitro (Borgatti, 
Zauli y cols. 1998), PKR (Demarchi, Gutierrez y cols. 1999) o TAK (Herrmann y 
Rice 1993). Además, Tat participa en la remodelación de la cromatina, bien 
promoviendo la acetilación de NF-!B  (Furia, Deng y cols. 2002), o bien activando al 
complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF (Mahmoudi, Parra y cols. 2006; 
Treand, du Chene y cols. 2006). 
 
En resumen, Tat puede aumentar la eficiencia de la maquinaria 
transcripcional para generar tránscritos virales completos y funcionalmente activos, 
desencadenando mecanismos que promuevan la fosforilación de subunidades de la 
ARNpol-II, así como remodelando la cromatina en el promotor viral para así permitir 
el acceso de co-activadores celulares. En este sentido, cualquier mecanismo que 
interfiera con la función de Tat podría favorecer el estado de latencia viral.  
 
2.2.5. ARN de interferencia. 
 
El mecanismo de ARN de interferencia comienza con la transcripción de 
moléculas desde cientos a miles de pares de bases denominados micro ARNs 
interferentes (miARNs) primarios (Lee, Jeon y cols. 2002). Estas moléculas se 
procesan en el núcleo por una endonucleasa (ARNasa III) para formar horquillas de 
60 pares de bases llamados pre-ARNs, que se transportan al citoplasma para volver a 
ser procesados por la enzima Dicer (Hutvagner, McLachlan y cols. 2001). Dicer 
permanece unida a una única cadena de este ARN de 22 pares de pases. Si en ese 
momento existe una molécula de ARN en la célula con cierta complementariedad al 
ARN que porta Dicer, se produce una interacción específica entre ambos. La 
endonucleasa Risc media la degradación del ARN complementario (Liu, Carmell y 
cols. 2004), aboliendo de esta manera la traducción de un ARN de manera específica. 
La importancia de este mecanismo de silenciamiento ha ido cobrando fuerza los 
últimos años y se han identificado cuatro tipos de mecanismos de silenciamiento entre 
la célula hospedadora y el virus del SIDA: (i) Genes virales como diana de moléculas 
de ARNi  virales, el mecanismo de ARN interferente de la célula hospedadora es 
empleado por secuencias virales para bloquear la replicación viral. Así, se han 
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identificado ARNi contra el gen nef, env o el propio LTR (Omoto, Ito y cols. 2004; 
Omoto y Fujii 2005; Lin y Cullen 2007); (ii) genes celulares como diana de moléculas 
de ARNi virales, hasta ahora no se ha encontrado in vivo ningún caso, pero sí se han 
elaborado predicciones bioinformáticas donde secuencias del genoma viral muestran 
cierta homología con genes celulares de receptores de membrana o de interleucinas 
(Couturier y Root-Bernstein 2005); (iii) genes virales diana de ARN celulares, 
además de predicciones informáticas de moléculas celulares complementarias a los 
genes virales env, nef, vpr y vif, recientemente se han encontrado moléculas de ARNi 
celular (miR-28, -125b, -150, -223, y -382) que se encuentran sobreexpresados en 
linfocitos T en reposo y bloquean casi todos los tránscritos originados a partir del 
genoma del VIH-1 (Huang, Wang y cols. 2007); y (iv) factores celulares implicados 
en la replicación del VIH-1 como diana de ARNi, se han descrito moléculas de ARNi 
celular, concretamente los miR-17- 5p y miR-20 que silencian la expresión de la HAT 
P/CAF, la cual favorece la transcripción del LTR, de acuerdo con lo que hemos 
indicado con anterioridad. De este modo, las células infectadas tendrían un 
mecanismo para interferir con la expresión viral de manera permanente (Triboulet, 
Mari y cols. 2007). 
 
 
3.- FAMILIA DE PROTEÍNAS HIVEP . 
 
La familia de proteínas HIVEP (Human Immunodeficiency Virus type I 
Enhancer Binding Protein) está compuesta por miembros de alto peso molecular que 
contienen a lo largo de su secuencia polipeptídica varios motivos estructurales 
denominados dedos de Zinc. Estos dedos de Zinc se suelen agrupar en dominios ZAS, 
que consisten en estructuras modulares formadas por una pareja de dedos de Zinc 
Cys2His2, una región acídica y una secuencia rica en Serina/Treonina (Wu, Liu y cols. 
1996). Por lo general, cada proteína HIVEP presenta dos dominios ZAS (N- y C- 
terminal), separados por una extensa secuencia polipeptídica (Wu 2002). En 
vertebrados existen como mínimo 3 genes ortólogos: hivep1, también conocido como 
mbp1, prdii-bf1 y !crybp1; hivep2 citado como mbp2, agiebp1 y mibp1; e hivep3, 
denominado como krc y zas3. En invertebrados se ha descrito la presencia de genes 
relacionados con la familia HIVEP. Por ejemplo, en Drosophila existe el gen schnurri 














Tabla 1. Nomenclatura de la familia de proteínas HIVEP. 
 
Los factores de transcripción de la familia NF-!B  (Nuclear Factor Kappa 
B) son bien conocidos, ya que regulan la expresión de numerosos genes que contienen 
en su promotor una secuencia específica, el motivo !B: 5'-GGGGACTTTCC-3'. Este 
motivo fue identificado por primera vez como región moduladora en el promotor del 
gen que codifica la cadena ligera de la inmunoglobulina kappa (Sen y Baltimore 
1986), aunque posteriormente se ha descrito su importancia en la regulación de 
múltiples genes relacionados con el sistema inmune, inflamación y diversas 
patologías (Baeuerle y Henkel 1994; Ghosh, May y cols. 1998; Chen, Castranova y 
cols. 1999; Perkins 2000). No obstante, existen otros factores de transcripción que son 
susceptibles de interaccionar con el motivo !B, aunque no estén relacionados con la 
familia NF-!B. Entre ellos se encuentra la familia de proteínas HIVEP, que se piensa 
interaccionan con esta secuencia de ADN a través de los dominios ZAS (Seeler, 
Muchardt y cols. 1994). No obstante, además del motivo !B, cada proteína de la 
familia tiene cierta especificidad por diversos motivos en el ADN. Por ejemplo, 
CRYBP1 un homólogo murino de hivep1 se une al promotor del gen col2!1 (Tanaka, 
Matsumoto y cols. 2000); el homólogo murino de hivep2, MIBP1 (Dorflinger, 
Pscherer y cols. 1999), interacciona con el promotor del gen sstr2; por último, la 
proteína Rc murina, correspondiente al gen hivep3 humano se une a la secuencia RSS 




MBP-1 (MHC enhancer binding protein-1) 
HIVEP-1 (Human Inmunodeficiency Enhancer Protein-1) 
ZnF-40 (Zinc Finger 40) 
PRDII-BF1 (Positive regulatory domain II binding factor) 
Ratón !-CRYBP1 (!A-crystallin binding protein) 
Rata AT-BP2 (!-antitripsin binding protein 2) 
hivep2 
Humano 
HIVEP-2 (Human Inmunodeficiency Enhancer Protein-2) 
MBP-2 (MHC enhancer binding protein-2) 
Ratón MIBP1 (c-myc intron binding protein) 
Rata 
AT-BP1 (!-antitripsin binding protein 1) 
AGIE-BP1 (Angiotensinogen gene-inducible enhancer binding protein) 




KBP-1 (Kappa Enhancer binding protein-1) 
HIVEP-3 (Human Inmunodeficiency Enhancer Protein-3) 
Ratón 
RC (Recognition Component) 
KRC ("B binding and recognition component)  
Invertebrados 
Drosophila Schnurri (Shn) 
C. elegans Sma-9 
Tabla X. Nomenclatura de la familia de proteínas HIVEP. Adaptado de Wu, 2002. Genes Expression.!
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(Wu, Mak y cols. 1993). En todos estos casos, las proteínas de la familia Hivep se 
unen a secuencias genómicas diferentes del motivo !B.  
 
 
3.1. Regulación de la expresión de Hivep3 
 
La expresión del gen hivep3 está sometida a una regulación muy compleja 
y la existencia de promotores alternativos, de terminaciones tempranas de la 
transcripción y empalmes alternativos del ARN provocan la aparición de diferentes 
isoformas proteicas. Como se ha mencionado anteriormente, la traducción de la 
secuencia codificante completa del gen genera una proteína con dos dominios ZAS y 
un peso molecular de alrededor de 250 kDa. Sin embargo, mediante técnicas de 
Northern Blot se han descrito múltiples isoformas de ARN mensajero correspondiente 
a la secuencia de hivep3, cuya aparición depende del tejido estudiado (Wu, Mak y 
cols. 1993; Wu, Liu y cols. 1996). Posteriormente, experimentos de Western Blot 
llevados a cabo con anticuerpos específicos realizados contra las proteínas Hivep1 
(Kantorow, Becker y cols. 1993) y KRC (Hicar, Robinson y cols. 2002) murinas, 
confirmaron en cierto modo los datos de expresión de ARN mensajero, dando como 
resultado la aparición de proteínas de tamaño inferior a 250 kDa. El grupo del Dr. Wu 
describió en 1998 el mecanismo de empalme alternativo que tenía lugar en el gen krc 
murino (Mak, Li y cols. 1998). En este caso el cuarto exón, formado por una 
secuencia de 5487 nucleótidos que codifica para 1654 aminoácidos formando el 
dominio ZAS N-terminal de la proteína, contiene un sitio putativo de inicio de 
traducción de la proteína. Esto podría originar que la ausencia del exón 4 traslade el 
inicio de la traducción a un exón posterior, perdiendo de esta manera el dominio ZAS 
N-terminal. Otra modificación que se produce en este exón es la ausencia de una 
secuencia de 459 nucleótidos en una manera particular de empalme alternativo, lo que 
provoca la pérdida de un dominio de interacción con ADN. Una segunda 
modificación post-transcripcional tiene lugar en el sexto exón de los tránscritos 
murinos, el cual codifica para los dedos de Zinc 4 y 5. En tránscritos de cerebro este 
exón de 176 nucleótidos sufre empalme alternativo y es eliminado, mientras que en 
timo se conserva. Resumiendo, en el caso del gen murino y dependiendo del tipo de 
empalme alternativo que se produzca, las proteínas traducidas podrían contener 
ambos dominios ZAS (N- y C-terminal), uno de ellos solamente o ninguno de ellos. 
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De acuerdo con la actividad predicha para dichos dominios, las distintas isoformas 
tendrían actividad funcional diferente (Muchardt, Seeler y cols. 1992; Seeler, 
Muchardt y cols. 1994). Además de los mecanismos mencionados anteriormente, se 
ha descrito una modificación transcripcional adicional para el gen humano hivep3. 
Ésta consiste en un sitio alternativo de fin de la transcripción situado en el exón 5b, el 
cual contiene una secuencia de 310 nucleótidos sólo presente en humanos (Hicar, Liu 
y cols. 2001). Esta secuencia codifica una pequeña región de 69 aminoácidos, además 
de una secuencia 3'-UTR no codificante de 103 nucleótidos. Por último, este exón 
extra contiene una señal de poliadenilación, reconocida por la maquinaria 
transcripcional como fin de la transcripción. De este modo, los tránscritos originados 
podrían contener hasta el décimo exón o hasta el exón 5b, lo que provocaría la 
pérdida del dominio ZAS C-terminal. 
 
3.2.- Función de la familia de proteínas HIVEP. 
 
El papel fisiológico de esta familia de proteínas se ha descrito en diferentes 
procesos biológicos, tales como desarrollo, osteogénesis y función del sistema 
inmune. El gen de Drosophila schnurri codifica para una proteína de alto peso 
molecular similar a la familia HIVEP. En invertebrados las proteínas Schnurri se han 
descrito tanto como activadores como represores transcripcionales (Dai, Hogan y 
cols. 2000; Marty, Muller y cols. 2000; Torres-Vazquez, Park y cols. 2001). Existen 
estudios sobre este gen desde hace varias décadas, en las que se ha destacado la 
función de esta proteína en la señalización de la ruta decapentaplégica (dpp), como 
diana nuclear en las rutas de desarrollo, y en la señalización por TGF! (Transforming 
Growth Factor beta) (Grieder, Nellen y cols. 1995; Staehling-Hampton, Laughon y 






Figura 5.- Estructura de las proteínas de la familia HIVEP. En azul 
oscuro se muestran los motivos estructurales dedos de Zinc, los cuales son 
parte de los dominios ZAS. Además, se resalta la presencia de cremalleras de 




Centrándonos en el factor de transcripción Hivep3, se trata de una proteína 
de alto peso molecular (>250 kDa) que fue identificada por primera vez gracias a su 
capacidad de unión a la secuencia de la señal de recombinación (RSS) presente en los 
genes de las inmunoglobulinas (Mak, Strandtmann y cols. 1994; Wu, Liu y cols. 
1996; Allen, Mak y cols. 2002; Hicar, Robinson y cols. 2002). Un estudio detallado 
de la secuencia de esta proteína, revela que Hivep3 posee dos dominios ZAS, un 
dominio acídico formado por los aminoácidos Glu y Asp y cinco copias del motivo 
Ser/Thr-Pro-X-Arg-Lys, el cual se piensa que otorga a la proteína la capacidad de 
unirse al ADN. El homólogo murino de hivep3, krc, se ha descrito como regulador de 
la transcripción del gen s100A4/mts1 (Hjelmsoe, Allen y cols. 2000; Cohn, Hjelmso y 
cols. 2001). Además, la regulación de la expresión de krc afecta a la proliferación y a 
la supervivencia celular en células linfocitarias (Allen y Wu 2000; Allen, Muthusamy 
y cols. 2002). Sin embargo, KRC no es un modulador de la expresión génica 
únicamente a través de su interacción con el ADN. El grupo de la Dra. Glimcher 
demostró en 2002 (Oukka, Kim y cols. 2002) que KRC puede actuar como proteína 
adaptadora en la ruta de activación mediada por TRAF2 en respuesta a estímulos pro-






































Figura ¿? Estructura de las proteínas de la familia HIVEP. En azul oscuro se 
muestran los motivos estructurales dedos de Zinc, los cuales son parte de los 
dominios ZAS. Además, se resalta la presencia de cremalleras de Leucina y de 
residuos de Tirosina fosforilados. Adaptado de Wu 2002. Gene Expression. 
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con TRAF2, bloqueando la activación de los factores de transcripción NF-!B y c-Jun. 
Posteriormente este mismo grupo demostró que en linfocitos T CD4+, KRC es 
esencial en la ruta de producción de Interleucina-2 en respuesta a la activación 
mediante el receptor de células T (TCR). En este caso, la actividad está mediada por 
una interacción física directa con el factor de transcripción c-Jun (Oukka, Wein y 
cols. 2004). No obstante, aunque estas publicaciones se centran en el papel de Hivep3 
en el sistema inmune, el mayor número de trabajos publicados se refieren a Hivep3 
como modulador del desarrollo y la osteogénesis. En este aspecto, los ratones 
deficientes en krc/hivep3 presentan incrementada la actividad de los osteoblastos, 
responsables de la creación de las formaciones óseas del organismo. Estos ratones 
presentan un fenotipo extremadamente osteoesclerótico (Jones, Wein y cols. 2006). 
Esta función se lleva conjuntamente con schnurri2, cuya actividad es contraria, ya 
que induce osteopenia (Saita, Takagi y cols. 2007).  
 
Algunos de los primeros trabajos realizados con esta familia de proteínas se 
dirigieron específicamente al ámbito del virus de la Inmunodeficiencia Humana. En 
1992 Hivep1 (PRDII-BF1) se describió como una proteína de unión al promotor viral, 
concretamente al elemento !B. No obstante, esta asociación física no se tradujo en 
respuesta funcional (Muchardt, Seeler y cols. 1992). Algún tiempo después, se 
describió que esta proteína se unía además al elemento TAR del LTR, y era 
responsable de una inducción en la actividad del promotor viral (Seeler, Muchardt y 
cols. 1994). Este trabajo originó la denominación de HIVEP (HIV Enhancer Protein) 
a esta familia de proteínas. A pesar de los datos iniciales, los resultados entonces 
mostrados no se continuaron y el papel de esta familia de proteínas en la regulación 




























  La latencia viral una es de las barreras más importantes para erradicar el 
virus del VIH-1 del organismo y es por tanto una clara limitación a la actual terapia 
antirretroviral. La necesidad de erradicar esos reservorios virales pasa por desarrollar 
nuevas terapias, y para ello se necesita comprender mejor a nivel molecular los 
mecanismos mediante los cuales la latencia viral es establecida y mantenida. Los 
recientes descubrimientos que identifican diversas proteínas celulares como las 
responsables del mantenimiento de la latencia viral están en consonancia con la 
importancia de esta línea de investigación en SIDA. Por tanto los objetivos del 
presente trabajo han sido: 
 
1. La caracterización de la expresión diferencial de Hivep3 en distintas líneas 
celulares. 
 
2. Identificar el mecanismo molecular de las proteínas Hivep3 en la regulación  
transcripcional del VIH en distintas condiciones. 
 
3. Estudiar la función de Hivep3 en los tratamientos de reactivación viral 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 1. Líneas celulares. 
 
 Las líneas celulares A-549 (derivada de un carcinoma de pulmón humano), 
Jurkat (célula T humana de leucemia)(ATCC, Rockville, MD), Jurkat Lat GFP- y 
Jurkat Lat GFP+ fueron mantenidas en crecimiento exponencial en medio RPMI 1640 
(Lonza, Group Ltd, Basel, Suiza) suplementado con 10 % de suero fetal bovino 
(FBS), 2 mM L-glutamina, 1 mM de Hepes, penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 
µg/ml). Las células Jurkat Lat GFP son células Jurkat infectadas con el pHR !-
tat2x.flag-IRES-eGFP y seleccionadas tras dos rondas de separación (FACS, 
Fluorescence Activated Cell Sorting)! (Marquez, Calzado y cols. 2008). La línea 
celular 293T (derivada de un carcinoma humano embrionario de riñón), la línea SK-
N-SH (derivada de neuroblastoma humano) y la línea HeLa (derivada de un 
carcinoma de útero humano) fueron cultivadas en medio completo DMEM (Lonza). 
Las células HeLa-Lat-GFP han sido, al igual que las Jurkat Lat GFP descritas 
anteriormente infectada, con el pHR !-tat2x.flag-IRES-eGFP y seleccionadas tras dos 
rondas de separación celular para una expresión latente del genoma viral (FACS). 
Todas las líneas celulares fueron mantenidas a 37 ºC y con una atmósfera del 5 % de 
CO2. 
 
 2. Reactivos y anticuerpos. 
 
 Los reactivos comunes de biología molecular empleados para la producción de 
los diferentes vectores de expresión de hivep3 (enzimas de restricción, T4 ligasa, 
fosfatasa alcalina y Taq ADN polimerasa) así como las columnas de purificación de 
ácidos nucleicos fueron obtenidas de Fermentas (Fermentas, Ontario, Canadá). La 
enzima ADN polimerasa empleada para amplificar la secuencia codificante completa 
del gen hivep3 (Expand Long Template PCR System), los deoxinucleótidos trifosfato 
utilizados (dNTPs), así como las columnas empleadas para la extracción de ARN de 
células en cultivo fueron obtenidas de Roche (F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basilea, 
Suiza). Los silenciadores de hivep3 (SASI_Hs02_00330334) se obtuvieron de Sigma-
Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) y Ambion-Gene (s33959)(AB, 
Ambion Inc, California, EEUU). Todos los cebadores utilizados fueron sintetizados 
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por Eurofins MWG Oligo (www.eurofinsdna.com). El anticuerpo !-Sp-1, así como 
los anticuerpos control !-IgG de ratón y conejo fueron adquiridos a la compañía 
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, California, EEUU). El anticuerpo !-Flag M2, 
el anticuerpo monoclonal !-tubulina, Tricostatin A, Butirato Sódico, PMA, TNF!, y 
todos los reactivos genéricos no citados específicamente también fueron 
suministrados por Sigma-Aldrich. 
 
 Para la producción de los anticuerpos específicos contra la proteína Hivep3 
humana se utilizaron los servicios de la compañía con sede en Francia Polypeptide 
Group (www.polypeptide.com). Con el objetivo de diferenciar entre isoformas de la 
proteína que contengan el dominio ZAS N-terminal o el dominio ZAS C-terminal, se 
diseñaron los siguientes epítopos antigénicos: 
 
Anticuerpo Epítopo Región de aminoácidos 
!-N-terminal RKRRKEKSLGDEEE 713-726 
!-C-terminal SELEGGDYPKERERTG 2267-2282 
 
Tabla 2.- Anticuerpos específicos anti-Hivep3. 
 
 Tras la inmunización de dos conejos para cada uno de los anticuerpos, la 
reactividad de los sueros fue testada bajo diferentes condiciones. Una vez elegido el 
suero más sensible, éste se sometió a una purificación mediante afinidad. Los 
anticuerpos fueron conservados a -20 ºC y diluidos al 50 % en glicerol. Su utilización 
en Western Blot se lleva a cabo a una dilución 1:1000 en una solución de BSA 
(Ovoalbúmina bovina) al 5 % en TTBS. 
 
 3. Plásmidos. 
 
 El plásmido HIV-LTR-LUC (pXP1LTRwt) contiene la región LTR completa 
de la cepa BRU (nucleótidos -554/+77) del VIH-1 dirigiendo el gen luciferasa (Israel, 
Gougerot-Pocidalo y cols. 1992). Los plásmidos LTR"#B-Luc (nucleótidos -554/+77 
con el sitio de unión a NF-#B delecionado), #BSPwt (nucleótidos -105/+77 del 
promotor del VIH-1) y #BSPI+II+III (nucleótidos -105/+77 con los tres sitios de 
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unión a SP-1 mutados) se describieron anteriormente! (Gomez-Gonzalo, Carretero y 
cols. 2001). El plásmido LTR!TAR-Luc se construyó a partir del plásmido 
pXP1LTRwt, desestabilizando el elemento TAR y mutando el sitio de NF-"B 
posterior +1 (Mallardo, Dragonetti y cols. 1996). El plásmido pGL3-Waf1-luc, 
conteniendo 2,4 kb del promotor humano de waf/p21 ha sido previamente descrito (el-
Deiry, Tokino y cols. 1993). El plásmido KBF-Luc contiene tres copias del sitio 
consenso de unión a NF-!B del promotor de MHC fusionado al promotor mínimo de 
la conalbúmina dirigiendo la expresión del gen luciferasa de Photinus pyralis!(Yano, 
Kanellopoulos y cols. 1987). El vector pNL4-3.Luc.R-E- (AIDS Research and 
Reference Reagent Program, National Institute of Allergy and Infectious Disease, 
National Institutes of Health) fue generado en el laboratorio del Dr. N. Landau!
(Connor, Chen y cols. 1995), y contiene el gen luciferasa insertado en el lugar de nef 
del plásmido pNL4-3 (plásmido que contiene el genoma del VIH completo). Además, 
este plásmido presenta dos mutaciones “en marco” que lo hacen defectivo para Env y 
Vpr. El vector de expresión pcDNA3-VSV contiene el gen de la proteína G del virus 
de la estomatitis vesicular y fue cedido por el Dr. H. Miyoshi (RIKEN, Tsukuba, 
Japón). El CMV-Tat-Flag contiene el ADNc completo del gen tat, junto con el 
epítopo Flag y fue obtenido del Dr. M. Ott (Gladstone Institutes, CA, EEUU). El 
plásmido pEV731 (pHR "-tat2x.flag-IRES- eGFP) fue cedido por el Dr. E. Verdin 
(USFC, CA, EEUU) (Jordan, Defechereux y cols. 2001). Los plásmidos Sumo-1-
GFP, Sumo-2-GFP ( vectores de expresión de las proteínas Sumo-1 y 2 fusionada a 
GFP) y Ubi-HA (vector de expresión de la molécula de ubiquitina fusionada con HA) 
fueron cedidos amablemente por el Dr. ML Schmitz (Universidad de Justus-Liebig, 
Giessen, Alemania). Para los estudios de comparación funcional entre KRC e Hivep3, 
se emplearon los plásmidos de expresión de los fragmentos 204-1055 y 1497-2282 
(Oukka, Kim y cols. 2002) de la proteína murina KRC cedidos por la Dra. Laurie 
Glimcher (Boston, Massachusetts, EEUU). 
 
 Para la construcción de los diferentes vectores de expresión 
correspondientes a distintos fragmentos del gen hivep3 humano 
(Gene_ID:BC152563) se adquirió el clon correspondiente al ARN mensajero 
completo de dicho gen (IMAGE:8860523), de 8492 pares de bases, a la biblioteca de 
ADNc del Consorcio I.M.A.G.E. (http://image.hudsonalpha.org/). La secuencia 
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completa, así como diferentes fragmentos, fueron subclonados tras amplificación 
mediante PCR usando técnicas convencionales de biología molecular en el vector de 
expresión pCMV-Tag 2B (Stratagene, La Jolla, California, EEUU). La correcta 
secuencia y expresión de todas la construcciones producidas fue comprobada antes de 
su uso. 
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Tabla 3.- Cebadores empleados para la construcción de vectores de 
expresión de Hivep3. 
 
 4. Transfecciones transitorias y ensayos de luciferasa. 
 
 Las células 293T fueron transfectadas con los plásmidos indicados mediante el 
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uso de Rotifect® (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Alemania) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. Las células Jurkat Lat GFP- y Jurkat Lat GFP+ fueron 
electroporadas mediante el uso del sistema NucleofectorTM (Amaxa, Lonza) de 
acuerdo con las instrucciones suministradas por el fabricante. 48 horas después de la 
transfección y tras los estímulos adecuados, las células fueron lavadas dos veces en 
PBS (tampón salino-fosfato) y lisadas en tampón de lisis (25 mM Tris-fosfato pH 7,8, 
8 mM MgCl2, 1 mM DTT, 1% Triton X-100, y 7% glicerol) durante 15 minutos a 
temperatura ambiente. La actividad luciferasa en el extracto de proteínas fue 
determinada siguiendo las instrucciones del sistema Luciferase assay de Promega 
(Madison, WI, EEUU) y mediante el uso del Luminómetro Autolumat LB953 (EG&G 
Berthold, EEUU). El fondo obtenido con el tampón de lisado fue restado a cada valor 
experimental y la transactivación expresada determinada como el porcentaje de 
inducción sobre el estímulo. 
 
 5. Producción de virus recombinantes VSV-Luc e infecciones celulares. 
 
 Los virus recombinantes VSV-Luc fueron producidos en células 293T mediante 
cotransfección con los plásmidos pNL4-3.Luc.R-E- y pcDNA3-VSV. 48 horas tras la 
transfección, los sobrenadantes que contenían los virus recombinantes fueron 
centrifugados a 500 x g durante 5 min para eliminar restos celulares, titulados 
mediante ELISA de antígeno p24 (InnotestTM hiv-Ag, Innogenetics, Barcelona) y 
almacenados a -80 ºC hasta su uso. Para los experimentos de infección aguda, las 
células 293T fueron infectadas con un inóculo de virus recombinante equivalente a 
200 ng. Después de 36 horas las células fueron estimuladas con Tricostatin A (300 
nM) por 12 horas. Finalmente, se lavaron las células dos veces en PBS, se lisaron en 
tampón de lisis y la actividad luciferasa fue determinada de la forma previamente 
descrita. 
 
 6. Ensayos de Western Blot. 
 
 En cada caso particular, las células fueron lavadas dos veces en PBS y 
resuspendidas en 100 µl de tampón de lisis (20 mM Hepes pH 8, 10 mM KCl, 0,15 
mM EGTA, 0,15 mM EDTA, 0,5 mM Na3VO4, 5 mM NaF, 1 mM DTT, leupeptina 1 
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µg/ml, pepstatina 0,5 µg/ml, aprotinina 0,5 µg/ml, 1 mM PMSF y 0,5 % NP-40). La 
concentración de proteínas fue determinada mediante el reactivo de Bradford (Bio-
Rad, Richmond, CA, EEUU) y 100-400 µg fueron desnaturalizadas (95 ºC durante 3 
min) en tampón de Laemmli (62,5 mM Tris-HCl, 2% SDS, 25% glicerol, 0,01% azul 
de bromofenol y  350 mM DTT) siendo posteriormente sometidas a electroforesis en 
gel de SDS/poliacrilamida al 8 y 10% (dependiendo de la proteína a identificar). En el 
caso de los experimentos de sumoilación, las células fueron directamente lisadas en 
150 µl de tampón de Laemmli mediante 2 pulsos de sonicación de un minuto cada 
uno a una intensidad media (50%) (Dynatech-USA-Sonic Dismembrator 150). Las 
proteínas separadas fueron transferidas a una membrana de PVDF (Transferencia en 
Semi-Seco, Bio-Rad, 20V, 30 minutos). Las membranas fueron bloqueadas en TBS 
conteniendo 0,1 % de Tween 20 y 5 % de leche en polvo desnatada. La 
inmunodetección de las distintas proteínas fue llevada a cabo mediante incubación 
con los distintos anticuerpos primarios durante toda la noche a 4 ºC, seguido de 
incubación con los correspondientes anticuerpos secundarios marcados con 
peroxidasa (HPRO) y mediante el uso del sistema de quimioluminiscencia ECL (GE 
Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, Reino Unido). 
 
 7. Aislamiento y separación de proteínas nucleares y citoplásmicas. 
 
Tras los tratamientos, la células fueron lavadas dos veces en PBS y resuspendidas 
en 75 µl de tampón de lisis A (20 mM Hepes pH 8,0, 10 mM KCl, 0,15 mM EGTA, 
0,15 mM EDTA, 0,15 mM espermidina, 0,15 mM espermina, 0,5 mM Na3VO4, 5 mM 
NaF, 1mM DTT, leupeptina 1 µg/ml, pepstatina 0,5 µg/ml, aprotinina 0,5 µg/ml, 1 mM 
PMSF, y 0,1% NP-40) e incubadas durante 10 minutos en hielo. Posteriormente se 
añadió 15 µl de tampón sucrosa (50 mM Hepes pH 7, 0,25 mM EDTA, 10 mM KCl y 
70% de sucrosa) y se centrifugó cinco minutos a 5.000 rpm. Al sobrenadante obtenido 
que corresponde con la fracción proteica citosólica se le añadió 10% de glicerol y se 
guardó a -80 ºC hasta su uso y al concentrado centrifugado se le añadió 100 µl de 
solución B (20 mM Hepes pH 8, 50 mM NaCl, 0,15 mM EGTA, 0,25 mM EDTA, 1,5 
mM DTT, 1,5 mM MgCl2, 25% glicerol, leupeptina 1 µg/ml, pepstatina 0,5 µg/ml, 
aprotinina 0,5 µg/ml, y 1 mM PMSF). Tras una nueva centrifugación durante 5 minutos 
a 5.000 rpm, el concentrado centrifugado fue resuspendido en 50 µl de solución C (igual 
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que solución B pero con 400 mM de NaCl) y se incubaron 30 minutos en hielo. Por 
último, se realizó una centrifugación durante 5 minutos a 13.000 rpm y el sobrenadante 
obtenido corresponde con la fracción proteica nuclear. La concentración de proteínas de 
la fracción citosólica y nuclear fue determinada mediante el método de Bradford (Bio-
Rad), y dichas proteínas se usaron para ensayos de Western Blot o Inmunodetección de 
factores de transcripción asociados al LTR. 
 
 8. Inmunoprecipitación de proteínas in vivo. 
 
 Tras la transfección las células fueron lavadas dos veces en PBS y 
resuspendidas en tampón de lisis a 4 ºC (50 mM Hepes pH 7,5, 1% Triton X-100, 50 
mM NaCl, 5 mM EGTA, 20 mM Na4P2O7, 50 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 2 mM 
PMSF, 0,2 µg/ml aprotinina, 0,2 µg/ml pepstatina, 0,2 µg/ml leupeptina). Las 
proteínas extraídas se incubaron con 1 µg de los anticuerpos indicados toda la noche a 
4 ºC, siendo posteriormente añadidas las bolas de proteína A agarosa (Santacruz 
Biotech) e incubadas durante 6 horas a 4 ºC. Posteriomente se lavaron las bolas 5 
veces con el tampón de lisis y se resuspendieron en un volumen apropiado de tampón 
de Laemmli donde fueron desnaturalizadas (95 ºC durante 3 min). El estudio posterior 
de interacción ser realizado mediante Western Blot como se describe anteriormente. 
 
 9. Extracción de ARN, RT-PCRs y RT-PCR en tiempo real. 
 
La extracción de ARN total se realizó mediante el uso de High Pure RNA 
Isolation Kit (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. La retrotranscripción 
del ARNm a ADNc fue llevada a cabo en un volumen final de 20 µl de mezcla de 
reacción siguiendo el protocolo de SuperScriptTM II RNase H-Reverse Transcriptase 
(Invitrogen Ltd),  utilizando 0,5 µg de Oligo (dT) para 2 µg de ARN. La reacción fue 
realizada durante 50 minutos a 42 ºC, seguidos de 15 minutos a 70 ºC e inmediatamente 
enfriada a 4 ºC. Las muestras de ADNc se almacenaron a -70 ºC hasta su uso. La 
amplificación sobre los productos de retro-transcripción fue llevada a cabo en un 
volumen final de 50 µl de una solución de PCR (reacción en cadena de la polimerasa) 
conteniendo 5 µl de ADNc, 1,5 mM de MgCl2, 200 µM dNTPs, 0,2 µM de cada oligo y 
2,5 unidades de Tap DNA polimerasa recombinante (Invitrogen Ltd). Las muestras 
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fueron amplificadas en un MultiGene cycler IR (Labnet, Woodbridge, NJ, EEUU). Las 
secuencias nucleotídicas de los cebadores utilizados y las temperaturas de anillamiento 
correspondientes quedan reflejadas en la Tabla 4. Para todos los casos la PCR comienza 
con una fase inicial de desnaturalización a 94 ºC durante 2 minutos, seguido de 35 
ciclos de: 30 seg a 94 ºC, anillamiento 1 min a la temperatura señalada y elongación 1 
min a 72 ºC. Para terminar se finalizó con un ciclo de extensión de 72 ºC durante 5 min. 
Posteriormente, los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de 
agarosa (1%) y detectados por visualización con UV. La PCR a tiempo real fue llevada 
a cabo en un volumen final de 20 µl de una solución de qPCR (qPCR Sybrgreen, 
Promega) conteniendo 2 µl de ADNc y 0.5 µM de cada cebador. Las muestras fueron 
amplificadas y cuantificadas en un termociclador iCycler con lector óptico incorporado 
(Bio-rad Laboratories Inc, CA, EEUU) 
 
Cebadores Secuencia Tm 
hivep3-FW4 5'-GGATCAAAATCTTCGAAGGA-3' 53,2 
hivep3-FW5 5'-CCACACTGACGTCCGGCCCT-3' 65,5 
hivep3-FW6 5'-AATCTGACTAAGCACATGAA-3' 51,2 
hivep3-RV6 5'-TCTTCGGCTTCCAGCTCCTC-3' 61,4 
!-actin-FW 5’- GCTCCTCCTGAGCGCAAG-3’ 60,5 
!-actin-RV 5’-CATCTGCTGGAAGGTGGACA-3’ 59,4 
HPRT1-FW 5’- ATGGGAGGCCATCACATTGT-3’ 66,4 
HPRT1-RV 5’- ATGTAATCCAGCAGGTCAGCAA-3’ 65,5 
 
Tabla 4.- Cebadores utilizados para los experimentos de (q)RT-PCR. 
 
 10. Inmunodetección de proteínas que interactúan con el LTR del HIV-1. 
 
 Fragmentos de doble cadena abarcando diferentes regiones del promotor del 
VIH-1 (pXP1-LTRwt) fueron generados por PCR usando los oligos sentido 
biotinilados Full-BIO-Up (nucleótidos del -428 al -407) y LTR-BIO-Up (nucleótidos 
del -104 al -84) y los oligos antisentido no biotinilados Luc (que está localizado en el 
inicio del gen de luciferasa) y LTR-C (nucleótidos del -119 al -97). 
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Cebador Secuencia 
LTR-Full-Up (-428/-407) 5'-GACAAGAGATCCTTGATCTGTG-3' 
LTR-Up (-104/-84) 5'-GACTTTCCGCTGGGGACTTTC-3'. 
LTR Luc 5'-TTATGTTTTTGGCGTCTTCCAT-3'. 
LTR-C (-97/-118) 5'-GAAAGTCCCTTGTAGAAAGCT-3'. 
 
Tabla 5.- Cebadores empleados para la amplificación de moldes de ADN biotinilados. 
 
 Los templados biotinilados fueron purificados utilizando columnas de 
purificación de productos de PCR e incubados (1 µg) con 15 µg de proteínas 
nucleares de 293T, transfectadas previamente con los vectores de expresión para los 
fragmentos de Hivep3 indicados, y 1 µg de poly-(dI-dC). Después de 30 min de 
incubación a 30 ºC, se añadieron 50 µl de bolas magnéticas unidas a estreptavidina 
(Dynabeads M-280 Streptavidin, Invitrogen) pre-equilibradas en 20 mM HEPES pH 
9, 80 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 µM ZnSO4, 10% glicerol, 2 mM DTT, 500 µg/ml 
BSA y 0,05% Nonidet P-40, y se incubaron otros 30 min a 30 ºC. El complejo de 
ADN biotinilado, unido a las proteínas y a las bolas magnéticas, fue lavado tres veces 
con 1x IVT tampón (50 mM KCl, 6,25 mM MgCl2, 20 mM HEPES pH 7,9, 0,5 mM 
EDTA pH 8, 10 µM ZnSO4, 10 mM fosfato de creatina, 100 µg/ml creatina quinasa, 2 
mM DTT y 8,5% glicerol) usando una base magnética. Después de hervir el 
complejo, las proteínas unidas al ADN fueron identificadas por Western Blot usando 
anticuerpos específicos. 
 
 11. Inmunoprecipitación de Cromatina (ChIP). 
 
 Un día antes de empezar el experimento, se sembraron 8 frascos de cultivo de 
150 cm2 con Hela Lat GFP. Se estimularon 4 de los frascos con Tricostatin A (300 
nM) durante 12 horas. A continuación se lavaron las células con PBS precalentado a 
37 ºC y se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente en solución de fijación 
(Formaldehído 1% en PBS). Seguidamente, se retiró la solución de fijación y las 
células se incubaron por 3 minutos a temperatura ambiente en una solución de 
neutralización preenfriada a 4 ºC (Glicina 0,125M en 1X PBS). Finalmente, las 
células se lavaron 2 veces con PBS frío y se centrifugaron durante 10 minutos a 4 ºC. 
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Cada uno de los puntos (-TSA y +TSA) se resuspendieron en 1600 µl de tampón 
RIPA para ChIP frío (10 mM Tris HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% Nonidet-P40, 1% 
deoxicolato sódico, 0,1% de SDS, 1 mM EDTA, 1% aprotinina -añadir fresco-) y se 
sonicaron a una intensidad alta (80%) (Dynatech-USA-Sonic Dismembrator 150). A 
continuación, los sonicados se pasaron a tubos eppendorf de 2 ml y se centrifugaron 
durante 20 minutos a 13.200 rpm a 4 ºC. Se dividió el sobrenadante resultante en un 
tubo con 100 µl (para Input) y 3 tubos de 500 µl cada uno para realizar las 
inmunoprecipitaciones. Estos 3 tubos se guardaron a -80 ºC hasta más adelante. A los 
100 µl del input se añadieron 100 µl de tampón TE para ChIP (Tris HCl 10 mM pH 
7,5, 1 mM EDTA) y 10 µg de Ribonucleasa A y se incubaron a 30 ºC por 30 minutos. 
Seguidamente, se añadió a cada tubo 100 µg de Proteinasa K (Roche) y 2,5 µl de una 
solución al 20% de SDS. En estas condiciones, las muestras se tuvieron en incubación 
un mínimo de 6 horas a 37 ºC. Finalmente, se aumentó la temperatura a 65 ºC y se 
incubaron los tubos 6 horas exactas. El día siguiente, los Inputs se purifican utilizando 
columnas de purificación de productos de PCR y cada muestra se eluye en 30 µl. Se 
determinó la concentración de los eluidos mediante espectrofotometría a una longitud 
de onda de 260/280nm mediante un espectrofotómetro (GeneSys 10UV Scanning de 
Thermo-Fisher) para igualar las concentraciones de ADN total previamente a las 
inmunoprecipitaciones. 300 ng del ADN obtenido se empleó en una electroforesis en 
geles de agarosa al 1%, para comprobar que el tamaño del ADN sonicado se 
encuentra entre los 300 y 800 pares de bases.  
 
 Una vez hemos determinado la calidad y cantidad del ADN sonicado, 
procedemos con la inmunoprecipitación con los anticuerpos específicos. En primer 
lugar se toman 50 µl de bolas magnéticas Dynabeads conjugadas con Proteína A 
(Dynabeads Protein A, Invitrogen) por cada Inmunoprecipitación (5 puntos totales, 
250 µl de Dynabeads) y se lavan con PBS mediante agitación 5 minutos a 4 ºC y se 
retira el sobrenadante empleando un soporte magnético. A continuación, se añaden 2 
µg del anticuerpo en cuestión para cada inmunoprecipitación en un volumen de 200 
µl de PBS y se agitan durante 10 minutos a temperatura ambiente. Es decir, en esta 
fase tendremos 2 tubos eppendorf con 4 µg de anticuerpo !-N-terminal, !-C-terminal 
con 400 µl de PBS cada uno y un tubo eppendorf con 2 µg de !-IgG de Conejo con 
200 µl de PBS. Tras eliminar el sobrenadante, resuspendemos cada tubo en 200 µl de 
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PBS y lo repartimos en 2 tubos eppendorf con 100 µl cada uno. En un soporte 
magnético volvemos a retirar el sobrenadante y añadimos a las bolas secas la muestra 
que teníamos guardada a -80 ºC. Dependiendo de la eficacia de la extracción, 
igualamos todos los tubos a 20-30 µg de ADN totales y completamos hasta 500 µl 
con tampón RIPA para ChIP. Incubamos toda la noche en agitación a 4 ºC las 
muestras. 
 
 El día siguiente, separamos las bolas con el soporte magnético y hacemos los 
siguientes lavados separados por una agitación a 4 ºC por 10 minutos: 2 lavados en 
tampón para ChIP RIPA a 4 ºC, un lavado con Tampón con alta concentración en 
sales a 4 ºC (2 M NaCl, 10 mM TrisHCl pH 7,5, 1% Nonidet-P40, 0,5% deoxicolato 
sódico, 1 mM EDTA), un lavado con tampón para ChIP RIPA a 4 ºC, un lavado con 
tampón TE a temperatura ambiente. Por último, dejamos las bolas secas y añadimos 
50 µl de tampón de elución a cada tubo eppendorf (Tampón TE con 1% SDS). 
Incubamos durante 15 minutos a temperatura ambiente en agitación máxima. 
Ayudándonos del soporte magnético, recuperamos el sobrenadante. A los 50 µl 
resultantes se añadieron 150 µl de tampón TE para ChIP (Tris HCl 10mM pH 7,5, 
1mM EDTA) y 10 µg de Ribonucleasa A y se incubaron a 30 ºC por 30 minutos, 
seguidos un mínimo de 6 horas a 37 ºC con 100 µg de Proteinasa K. Finalmente, se 
aumentó la temperatura a 65 ºC y se incubaron los tubos 6 horas exactas. El día 
siguiente, los Inputs se purifican utilizando columnas de purificación de productos de 
PCR y cada muestra se eluye en 30 µl. 2 µl de cada muestra se utiliza como molde de 
una reacción de PCR con la Taq-polimerasa y cebadores pertenecientes al LTR. Las 
condiciones de la PCR fueron 38 ciclos: 94 °C 30 segundos, 57 °C 30 segundos, y 72 
°C 30 segundos (LTR-!B-Up (-195/-177): 5'-AGGTTTGACAGCCGCCTA-3'; LTR-
!B-Lo (+6/-15): 5'-AGAGACCCAGTACAGGCAAAA-3') 
 
 12. Arrays de ARN. 
 
 Las células fueron tratadas por duplicado con PMA y Prostatina durante 6h. 
Pasado ese tiempo se extrajo el ARN mediante el método de Cloruro de litio/Urea. 
Las muestras de ARN fueron retrotranscritas a ADNc y transcritas usando ARN T7 
polimerasa y ribonucleótidos marcados para generar ARNc marcado. Los fragmentos 
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de ARNc fueron hibridados con el Genoma humano completo con la plataforma 
CodeLinkTM (CodeLinkTM Human Whole Genome Bioarray (~55.000 genes 
humanos). Los datos fueron tratados estadísticamente, normalizados y estandarizados 
mediante logaritmos. Las imágenes de expresión de los genes se realizaron con el 
programa Genesis desarrollado por el Instituto para la genómica y bioinformática de 
la Universidad Tecnológica de Graz (Austria). 
 
 13. Empleo de servidores online y software informático. 
   
 Para el estudio y análisis de los posibles tránscritos del gen hivep3, se empleó 
la herramienta bioinformática Aceview, sobre la base de datos humana de abril de 
2007 (Thierry-Mieg y Thierry-Mieg 2006). La búsqueda de sitios alternativos de 
inicio y fin de transcripción y fases de lectura abierta (ORF) se llevó a cabo utilizando 
la plataforma ORF Finder de NCBI y la plataforma ASD (Alternative Splicing) de 
EBI/EMBL. Para la predicción de motivos estructurales, así como de modificaciones 
post-traduccionales se emplaron las herramientas de EXPASY (Motifscan, MyHits) y 
EBI/EMBL (Interproscan). El estudio de los residuos de la proteína Hivep3 
susceptible de modificación mediante sumoilación se realizó con el software 
SUMOsp 2.0 (Ren, Gao y cols. 2009). Finalmente, para el subclonaje de los 
plásmidos, incluyendo cortes por enzimas de restricción, diseño de cebadores y 
análisis de los resultados de secuenciación, se emplearon los paquetes informáticos de 


























 1. Inducción del gen hivep3 en células linfoides latentemente infectadas 
tras el tratamiento con agonistas de PKC de tipo forbol. 
 
Aunque la introducción de la terapia TARGA ha sido un indudable avance en 
el tratamiento de los pacientes con SIDA, desgraciadamente se ha visto que no es 
eficaz para eliminar los reservorios virales donde el VIH-1 se encuentra integrado de 
forma latente. Por tanto, en la actualidad se están llevando a cabo numerosas 
investigaciones para; 1) identificar la naturaleza de estos reservorios, y 2) desarrollar 
nuevas terapias dirigidas contra el virus integrado de forma latente en el genoma del 
hospedador.  
 
Se ha propuesto que una manera de erradicar el virus latente sería su 
reactivación mediante compuestos que actúen sobre dianas moleculares implicadas en 
la inducción transcripcional del LTR viral. Dentro de  esta estrategia destacan los 
activadores de PKCs (por ejemplo, briostatina-1 y prostratina), los inhibidores de 
HDACs (como Vorinostat y ácido valproico) y los agentes demetilantes (5-aza-2-
deoxicitidina y 5-azacitidina, por ejemplo). El efecto de estas terapias sería la 
activación de virus latente, para de esta forma hacerlo sensible a la terapia TARGA y 
a la propia respuesta immune específica contra el virus. 
 
Estudios previos por parte de nuestro grupo de investigación llevaron a la 
identificación del gen celular hivep3 como altamente inducible en respuesta al 
tratamiento con agonistas de PKCs como la Prostratina o el PMA. Para ello, células 
Jurkat Lat GFP-  latentemente infectadas fueron tratadas durante 6 horas con 50 ng/ml 
de PMA o Prostratina 10 µM. A continuación se extrajo el ARN, el cual se empleó 
para realizar un experimento de microarrays bajo la plataforma CodelinkTM sobre 
55.000 genes celulares humanos. Tras el análisis de los datos obtenidos, se 
determinaron una serie de genes celulares (Figura 6) que se inducían (rojo) o 
reprimían (verde) en respuesta al tratamiento. Entre ellos destacó la presencia del gen 






Figura 6. Micro-array de expresión en células latentes en respuesta a 
reactivadores virales. Células latentes Jurkat Lat GFP- se estimularon durante 6 
horas con PMA y Prostratina. A continuación, se aisló ARN de las mismas y se 
llevó a cabo el experimento de expresión génica para factores celulares que 
interaccionan con el promotor del VIH-1. El color rojo representa el gradiente de 
inducción respecto al control y el color verde representa el gradiente de inhibición 
respecto al control. 
 
Para confirmar que la expresión del gen hivep3 está ligada a la tasa de 
replicación viral, utilizamos el modelo de latencia viral Jurkat Lat GFP- y el modelo 
de infección  productiva Jurkat Lat GFP+. Como se describió en la sección de 
materiales y métodos, estas células se han infectado con un provirus que contiene un 
minigenoma modificado del VIH-1, donde su LTR es inducible y se puede 
monitorizar midiendo la expresión de la proteína reportera GFP. Mediante técnicas de 
separación celular por FACS estas células infectadas se seleccionaron para generar las 
células latentes Jurkat Lat GFP- y para obtener células en donde el LTR viral está 
constitutivamente activo (GFP+). En condiciones basales, se aisló ARN de ambas 
líneas celulares y se llevó a cabo un experimento de qRT-PCR a tiempo real con 
cebadores correspondientes al exón 6 del gen humano hivep3. La Figura 7A muestra 
como el gen hivep3 se expresa 5 veces más en condiciones en las que el promotor 
viral se encuentra altamente activo. Para confirmar que este resultado es específico de 
un incremento de la transcripción viral y no de las condiciones propias de este clon 
celular, en la Figura 7B se estimularon ambas líneas celulares con el agonista de 
PKCs, PMA. Tras el tratamiento de ambas células con PMA se observó un aumento 
muy significativo en la expresión del gen estudiado en células latentemente 
infectadas. Por el contrario, el PMA no indujo un incremento significativo de la 
expresión del gen estudiado en células en las que la transcripción del LTR está activo 
de manera constitutiva. Estos resultados correlacionan la expresión de hivep3 con una 
Figura 1.- Micro-array de expresión en células latentes en respuesta a 
reactivadores virales. Células latentes Jurkat Lat GFP- se estimularon 
durante 6 horas con PMA y Prostratina. A continuación se aisló ARN de las 
mismas y se llevó a cabo el experimento de expresión génica para factores 
celulares que interaccionan con el promotor del VIH-1.). El color rojo 
representa el gradiente de inducción respecto al control y el color verde 
representa el gradiente de inhibición respecto al control. 
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actividad transcripcional aumentada del promotor LTR y posiblemente la expresión 
de este gen también se correlacione con un aumento de la replicación viral. 
 
 
Figura 7. Cuantificación de la expresión de hivep3 en células infectadas. A) Se 
aisló ARN de células latentes Jurkat Lat GFP- y Jurkat Lat GFP+. En ausencia de 
estimulación, se cuantificaron las concentraciones relativas de tránscritos de hivep3 
mediante qRT-PCR. B) Se aisló ARN de células Jurkat Lat GFP- y Jurkat Lat GFP+ 
estimuladas o no con PMA tras 12 horas. Mediante qRT-PCR se cuantificaron las 
concentraciones relativas de tránscritos correspondientes al gen hivep3 con los 
cebadores FW6/RV6.  
 
 
2. La expresión del gen hivep3 conlleva la aparición de diferentes 
isoformas de ARN mensajero.  
 
La familia de proteínas HIVEP se caracteriza por contener proteínas de alto 
peso molecular con 2 o más dominios ZAS. Varios autores han demostrado la 
existencia de varias isoformas de ARNm (Hicar, Liu y cols. 2001; Wu 2002), cuya 
expresión está determinada por la existencia de diferentes mecanismos como la 
presencia de promotores alternativos, diferentes sitios de inicio y fin de transcripción, 
empalme alternativo del ARN, estabilidad del ARNm, etc. Tomando como referencia 
la secuencia nucleotídica del gen hivep3 en la base de datos AceView del NCBI 
(Thierry-Mieg y Thierry-Mieg 2006), se diseñaron cebadores específicos para los 
exones 4, 5 y 6 del ARNm correspondiente a la secuencia codificante completa del 
gen. Como se muestra en la Figura 8A, al menos dos moléculas de ARNm diferentes 











Figura 2.- RT-PCR en tiempo real. A) Se aisló ARN de células latentes Jurkat Lat 
GFP- y de células con infección viral productiva constituvamente Jurkat Lat GFP+. 
En ausencia de estimulación se cuantificaron las concentraciones relativas de 
tránscritos de hivep3, mediante PCR cuantitativa.  B) Se aisló ARN de células Jurkat 
Lat GFP- y Jurkat Lat GFP+ estimuladas o no con PMA durante 12 horas. Mediante 
PCR cuantitativa con SYBRGREEN se cuantificaron las concentraciones relativas de 































(AB046775 y AF278765), y denominadas isoformas a y b. Igualmente, ha sido 
identificada en ciertas genotecas de cerebro y sistema inmune una tercera isoforma 
correspondiente a la región 3' de la secuencia completa (AK122991) denominada 
isoforma c, la cual se produciría como consecuencia de un inicio de transcripción 
alternativo, en el cual el exón 5 ha sido eliminado por empalme alternativo.  
 
Figura 8. Esquema de las diferentes isoformas de ARNm de hivep3. Estudio de 
la expresión mediante RT-PCR semicuantitativa. A) Esquema de las isoformas 
de ARNm predichas (AceView, NCBI) con alta probabilidad de ser traducidas a 
proteínas. Encima de cada exón con mayor tamaño de letra se indica su numeración 
y con menor tamaño, la longitud en nucleótidos. Las secuencias codificantes se 
representan en negro, mientras que las no codificantes (UTR) en gris. Para 
identificar distintos ARNm de hivep3, se diseñaron cebadores sobre los exones 4 y 6 
(FW4, FW6 y RV6), presentes en todas las isoformas, y en el exón 5 (FW5), sólo 
presente en la isoforma c. B) Se aisló ARN total de células Jurkat y se realizó una 
RT-PCR con los cebadores diseñados en A). El tamaño de amplicón esperado se 
indica en la tabla. 
  
 
Para corroborar la presencia de estas distintas isoformas del gen hivep3, se 
realizaron  experimentos de RT-PCR semicuantitativa con ARN extraído de la línea 
celular Jurkat (Figura 8B). De acuerdo con las características de las moléculas de 
ARNm descritas, el distinto empleo del juego de cebadores diseñado permitió 
identificar de manera diferencial más de una isoforma de ARNm del gen hivep3 en 





Tamaño de amplicón 
JUEGO DE 
CEBADORES Isoforma a/b Isoforma c 
FW6/RV6 83nt 83nt 
FW5/RV6 144nt - 
FW4/RV6 283nt 107nt 
Isoforma a/b 
Isoforma c 
Figura 3.- Diseño de cebadores y RT-PCR semicuantitativa. A) Moléculas de ARNm predichas por 
el servidor online AceView (NCBI) con alta probabilidad de ser traducidas a proteínas. Encima de 
cada exón con mayor tamaño de letra se indica su numeración y con menor tamaño, la longitud en 
nucleótidos. Las secuencias codificantes se representan en negro, mientras que las no codificantes 
(UTR) en gris. Para identificar distintos ARNm de hivep3, se diseñaron cebadores sobre los exones 
4 y 6 (FW4, FW6 y RV6), pres ntes en todas las isoformas, y en el xón 5 (FW5), sólo presente en 
la isoforma c. B) T-PCR semicuanti ativa. Se aisló ARN total de células Jurkat y se realizó una 
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3. La transcripción del gen hivep3 en humanos se traduce en 3 proteínas 
con diferente peso molecular.  
 
Como hemos visto, la compleja regulación de la expresión del gen hivep3 
puede generar una variedad de moléculas de ARNm. Sin embargo, no todas estas 
moléculas son susceptibles de traducirse a proteínas. Así, herramientas 
bioinformáticas como el servidor AceView muestra hasta 13 posibles isoformas de 
ARNm, de las cuales a sólo 4 se les otorga altas probabilidades de codificar proteínas. 
Otros autores sin embargo, han descrito la posibilidad de obtener una variedad de 
proteínas de la familia HIVEP que se clasifican según contengan el dominio ZAS-N-
terminal, ZAS-C-terminal o ambos (Mak, Li y cols. 1998). Ante la inexistencia de 
anticuerpos comerciales contra la proteína Hivep3 humana, se diseñaron y generaron 
2 anticuerpos contra diferentes regiones aminoacídicas, destinados a detectar y 
diferenciar ambos tipos de proteínas truncadas. Estos anticuerpos se nombraron como 
!-N-terminal (secuencia de aa comprendida entre 713 y 726) y !-C-terminal (del 
2267 al 2282) (Figura 9). 
 
Figura 9. Isoformas proteicas codificadas por el gen hivep3. La expresión del gen 
hivep3 da lugar a la aparición de isoformas que pueden contener los dominios ZAS 
N-terminal, ZAS C-terminal o ambos. Para su detección diferencial, se diseñaron los 
anticuerpos !-N-terminal (713-726aa) y !-C-terminal (2267-2282aa). 
 
Utilizando estos anticuerpos, determinamos la expresión de Hivep3 en 
distintas líneas celulares humanas mediante western blots (Figura 10). La 






















Proteína Hivep3  
C-terminal (630aa) 
Proteína Completa  
Hivep3 (2405aa) 
Proteínas Hivep3  
N-terminal (1200aa-1800aa) 
Figura 4.- Isoformas proteicas codificadas por el gen hivep3. La expresión 
del gen hivep3 da lugar a la aparición de isoformas que pueden contener los 
dominios ZAS N-terminal, ZAS C-terminal o ambos. Para su detección 




























proteínas de distinto tamaño. La primera de ellas, cuya expresión era mínima, 
presentaba un peso molecular de más de 250 kDa, correspondiente a la traducción 
completa de las isoformas a o b de ARNm. Además, con este anticuerpo se detectó 
claramente una proteína de aproximadamente 130 kDa, cuyo peso molecular podría 
corresponder a una región N-terminal de Hivep3 de aproximadamente 1200 aa. La 
expresión de esta proteína no guarda relación con la presencia de la proteína completa 
y su intensidad varía significativamente entre las líneas diferentes líneas celulares 
estudiadas. Un resultado especialmente interesante fue la detección del aumento de 
expresión de esta isoforma en Jurkat Lat GFP+, con respecto a Jurkat Lat GFP-. El 
empleo del anticuerpo !-C-terminal nos reveló una única proteína de alrededor de 70 
kDa. De acuerdo con las predicciones previas, esta proteína correspondería a la 
isoforma c de ARNm. La expresión de esta proteína es mayor en células HeLa, y no 
se observaron cambios significativos entre células latentes y transcripcionalmente 
activas. 
 
Figura 10. Expresión de las diferentes formas endógenas de Hivep3 en distintas 






Figura 5.- Expresión de Hivep-3 en distintas líneas celulares humanas. 
Utilizando los anticuerpos específicos para las isoformas de Hivep-3, se 

















4. El silenciamiento de hivep3 (N-terminal) provoca un descenso de la tasa 
de replicación viral.  
 
Distintos mecanismos se han postulado como responsables de la transcripción 
de diferentes isoformas de ARNm. Para confirmar que la proteína de 
aproximadamente 130 kDa observada con el anticuerpo !-N-terminal es codificada 
por el gen hivep3, se electroporaron células Jurkat Lat GFP- y Jurkat Lat GFP+ con 
concentraciones crecientes de un silenciador del gen humano hivep3 dirigidos hacia el 
exón 3. Tras 48 se lisaron las células y se realizaron experimentos de Western Blot 
con los anticuerpos anti-Hivep3 (Figura 11).  
 
Figura 11.- Silenciamiento génico de hivep3 en células Jurkat Lat GFP- y Jurkat Lat 
 GFP+. 
 
La inmunodetección con el anticuerpo !-N-terminal confirmó que la proteína 
detectada de 130 kDa es codificada por el gen hivep3, ya que el silenciamiento de este 
gen provocaba un descenso muy marcado en la expresión de esta proteína. Este lisado 
celular también se estudió con el anticuerpo !-C-terminal y como se observa en la 
Figura 11, la expresión de esta proteína no se afectó significativamente. Este hecho 
sugiere dos posibilidades: (i) un inicio de transcripción diferente para ambas 
isoformas o (ii) un fenómeno de corte y empalme alternativo. Con el objetivo de 
buscar un reflejo funcional del silenciamiento de hivep3, estudiamos la actividad del 
promotor LTR en estas células. Como se ha citado anteriormente, las células latentes 
Jurkat Lat GFP- y las células seleccionadas con una transcripción del LTR viral 
Figura 6.- Silenciamiento génico de hivep3. Células Jurkat Lat GFP- y 
Jurkat Lat GFP+ se electroporaron con concentraciones crecientes de 
silenciadores comerciales para el gen hivep3 humano (Ver Materiales y 
Métodos). 48 horas después se lisaron las células y a  proteínas aisladas s
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constitutivamente activa (Jurkat Lat GFP+) permiten la monitorización de la tasa de 
trancripción mediante la cuantificación de la proteína GFP por citometría de flujo. En 
la Figura 12 se muestra el efecto de la electroporación de dos silenciadores diferentes 
dirigidos al exón 3 de hivep3 sobre las líneas celulares indicadas. En células latentes 
los silenciadores mostraron una tendencia a disminuir aún más la transcripción del 
LTR y en células Jurkat Lat GFP+ el silenciamiento específico del fragmento N-
terminal de Hivep3 provocó un descenso significativo de la actividad transcripcional 
del VIH-1. En resumen, estos resultados nos sugieren un papel activador en la 
transcripción viral de Hivep3, al menos de las proteínas truncadas poseedoras del 












Figura 12. Silenciamiento génico de hivep3. Células Jurkat Lat GFP- y Jurkat Lat 
GFP+ se electroporaron con dos silenciadores distintos para el gen hivep3 humano. 
48 horas después las células se lavaron con PBS y la expresión de la proteína 
reportera GFP se cuantificó mediante citometría de flujo.  
 
 
5. La proteínas Hivep3 con el dominio ZAS-N actúan como activadores de 
la transcripción viral, mientras que la proteína ZAS-C reprime el LTR.  
 
Para estudiar en detalle los mecanismos moleculares responsables de la 
función de Hivep3 en la actividad transcripcional del VIH-1, se clonaron diferentes 
secuencias codificantes del gen hivep3 en un vector de expresión eucariota. De 
acuerdo con la expresión de las isoformas de Hivep3 (Figura 10), las proteínas con 
mayor expresión son la isoforma N-terminal de aproximadamente 1200 aminoácidos 






















Figura 7.- Silenciamiento génico de hivep3. Células Jurkat Lat GFP- y 
Jurkat Lat GFP+ se electroporaron con dos silenciadores comerciales 
distintos para el gen hivep3 humano. 48 horas después las células se lavaron 
con 1X PBS y la expresión de la proteína reportera GFP se cuantificó por 
citometría de flujo.  
Jurkat Lat GFP+ 
Jurkat Lat GFP- 
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los fragmentos 1-1160 y 1795-2405 de la proteína Hivep3 en pCMV-Tag2B-Flag, así 
como el cDNA completo (1-2405) (Figura 13A). El vector de expresión elegido 
contiene epítopo Flag en el extremo N-terminal de la secuencia clonada, para así 
















Figura 13. Construcción y análisis de expresión de vectores para el gen hivep3 
humanos. A) En azul oscuro se señalan los dedos de Zinc a lo largo de la proteína y 
en blanco el motivo estructural cremallera de leucina. B) Expresión de las diferentes 




Se transfectaron células 293T con estos vectores de expresión y 48 horas 
después las células fueron lisadas y se aislaron proteínas para análisis por Western 
Blot con los anticuerpos generados para Hivep3 y el anticuerpo comercial !-Flag M2. 
Como se puede observar en la Figura 13B, los anticuerpos empleados reconocen las 
isoformas de Hivep3 clonadas, salvo en el caso del anticuerpo !-C-terminal, el cual 
no identifica a la proteína completa endógena (datos no mostrados) ni sobreexpresada. 
Posiblemente, este hecho es debido a la conformación estructural que adquiere el 
extremo C-terminal de la proteína completa, ya que el epítopo Flag situado en el 
extremo N-terminal es perfectamente detectado. Para testar la actividad 
transcripcional de estas proteínas, se co-transfectaron células 293T con el plásmido 
reportero HIV-1-LTR-Luc junto con los vectores de expresión generados. 48 horas 
Figura 8.- Construcción análisis de expresión de vectores para el gen hivep3 en 
mamíferos. Fragmentos específicos representativos de las isoformas de la proteína 
Hivep3 fueron subclonados e  el vector de expres ón pCMV-Ta -2 (A). Dich s 
plásmidos se transfectaron en células 293T y los extractos proteicos fueron sometidos a 




















después de la transfección se estimularon las células con PMA durante 6 horas y 




Figura 14. Actividad de Hivep3 sobre el promotor LTR del VIH-1. Células 293T 
fueron co-transfectadas con los vectores de expresión correspondientes a las 
regiones de Hivep3 indicadas y el plásmido reportero HIV-LTR-LUC. 48 horas 
después de la transfección se midió la actividad luciferasa del promotor en presencia 
o en ausencia de PMA (6 horas de estimulación). 
 
 
En condiciones basales, las dos isoformas que contienen el dominio ZAS-N 
actuaron como activadores de la transcripción con una actividad similar. Este dato, 
junto con una mayor expresión de la proteína endógena de 1200 aminoácidos, nos 
llevó a utilizar en adelante el vector de expresión 1-1160 aminoácidos como 
representativo de la construcción ZAS-N. En condiciones de activación del promotor 
inducida por PMA, la actividad de Hivep3 N-terminal era incrementada. Sin embargo, 
fue interesante observar que el fragmento C-terminal, que contiene el dominio ZAS-
C, era un claro inhibidor de la transcripción, tanto basal como inducida por PMA. 
Este resultado sugiere que un balance entre las distintas isoformas de Hivep3 pudiera 
determinar la respuesta del promotor viral en determinadas condiciones. 
 
 
6. La actividad de las proteínas que contienen ZAS-N depende de los sitios 
de unión en el ADN viral a NF-!B y SP-1. 
 
A continuación nos propusimos determinar el sitio de repuesta a Hivep3 
dentro del LTR del VIH-1. Para ello, células 293T fueron co-transfectadas con 
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Figura 9.- Actividad de Hivep-3 sobre el promotor LTR del VIH-1. Células 
293T fueron co-transfectadas con los vectores de expresión correspondientes 
a las regiones del gen hivep3 indicadas y el plásmido reportero HIV-LTR-
LUC. 48 horas después de la transfección se midió la actividad luciferasa del 
promotor en respuesta o no a activación por PMA (6 horas). 
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diferentes plásmidos reporteros que contienen diferentes delecciones o mutaciones en 
sitios de unión a factores de transcripción específicos en el LTR, y con un vector 
vacío o el vector 1-1160. 48 horas después las células se lisaron y se cuantificó la 
actividad luciferasa. De acuerdo con publicaciones anteriores, esta proteína 
perteneciente a la familia de proteínas HIVEP depende en gran medida del sitio de 
unión para el factor de transcripción NF-!B tal y como se refleja en los resultados 
obtenidos (Figura 15). Sin embargo, aún más determinante que este sitio resultó ser la 
zona de unión al factor constitutivo SP-1, cuya mutación disminuyó la actividad 





Figura 15. Papel de NF-!B, TAR y SP-1 en la activación del LTR mediada por 
Hivep3 N-Terminal. Se co-transfectaron células 293T con varios plásmidos 
reporteros, correspondientes a deleciones o mutaciones en el promotor LTR, junto 
con el vector de expresión correspondiente al fragmento 1-1160 aminoácidos de la 
proteína Hivep3.  
 
 
7. La actividad transcripcional de Hivep3 (N y C-terminal) sobre el LTR 
del VIH-1 depende del sitio SP-1, aunque no hay una interacción física directa 
entre Hivep3 y SP-1.  
 
Los resultados anteriores nos llevaron a profundizar en la relación física y 
funcional entre Hivep3 y SP-1. Los plásmidos reporteros !B-SPwt-Luc y !B-
SPI+II+III-Luc se transfectaron en células 293T junto con los plásmidos 1-1160 (N-
terminal) y 1795-2405 (C-terminal) y 48 horas después de la transfección las células 
se estimularon con PMA (50 ng/ml) durante 6 horas. Finalmente las proteínas 
celulares se aislaron y se cuantificó la actividad luciferasa. Como se observó 






Figura 10.- Papel de NF-"B, TAR y SP-1 en la activación del LTR mediada por 
Hivep-3. Se co-transfectaron células 293T con varios plásmidos reporteros, 
correspondientes a deleciones o mutaciones en el promotor LTR, junto con el 
vector de expresión correspondiente al fragmento 1-1160 aminoácidos de la 
prot ína Hivep-3. 48 hora  después se midió la actividad lucidefas  de las 
muestras. 
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anteriormente, la actividad de las proteínas ZAS-N se pierde cuando se desestabiliza 
el sitio SP-1 en el LTR del VIH-1. En el contexto del promotor completo, la proteína 
que contiene el dominio ZAS-C reprime la transcripción en respuesta a PMA. Sin 
embargo, la estimulación con PMA del promotor mutado en SP-1 (aproximadamente 
2,5 veces de inducción) no se bloqueó de manera significativa con la sobre-expresión 
del fragmento 1795-2405 (Figura 16). Estos datos sugieren un papel fundamental del 
















Figura 16. Papel de SP-1 en la modulación del LTR mediada por Hivep3. Se co-
transfectaron células 293T con dos plásmidos reporteros que contienen los sitios de 
unión a SP-1 mutados o sin mutar, junto con los vectores de expresión Hivep3 N-
terminal y C-terminal. 48 horas después se estimularon las muestras con PMA y tras 
6 horas se midió la actividad lucidefasa de las muestras. 
 
 
Vista esta relación funcional entre Hivep3 y SP-1, nos propusimos determinar 
si ésta estaba provocada por una interacción física directa. Para ello, se sobre-
expresaron los fragmentos N-terminal y C-terminal de Hivep3 en células 293T y 48 
horas después se realizaron experimentos de co-inmunoprecipitación (co-IP). En la 
Figura 17A se muestran los experimentos de co-IP realizados en ambas direcciones 
entre las proteínas SP-1 e Hivep3 N-terminal. Para inmunoprecipitar el fragmento 1-
1160 se utilizó el anticuerpo !-Flag, el cual reconoce al epítopo Flag aportado por el 
Figura 11.- Papel de SP-1 en la modulación del LTR mediada por Hivep-3. Se co-
transfectaron células 293T con dos plásmidos reporteros del promotor LTR 
diferenciados por el sitio de unión a SP-1, junto con el vector de expresión 
correspondiente al fragmento 1-1160 ó 1795-2405 aminoácidos de la proteína 
Hivep-3. 48 horas después se estimularon las muestras con PMA y tras 6 horas se 
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vector pCMV-Tag2B; y para la proteína SP-1 se utilizó un anticuerpo comercial 
específico contra este factor. La inmunodetección de las proteínas inmunoprecipitadas 
reveló una ausencia de interacción física directa entre ambos factores.  
 
 
Figura 17. Hivep3 y SP-1 no interaccionan físicamente. Se transfectaron células 
293T con los vectores de expresión para los fragmentos de Hivep3 1160-Flag (A) o 
1795-2405-Flag (B). En ambos casos se llevó a cabo una co-IP de proteínas 




En la Figura 17B se muestran los experimentos de co-IP llevados a cabo en 
células sobreexpresando el fragmento C-terminal de Hivep3. Se obtuvieron lisados 
celulares y se sometieron a co-IP con anticuerpos !-Flag (IP) y !-SP-1 (WB). Al 
igual que lo sucedido con la isoforma ZAS-N, no se encontró interacción física 
directa entre la proteína C-terminal de Hivep3 y el factor de transcripción celular SP-
1. En todos los casos se empleó como control de especificidad la adición de 






















Figura 12.- Interacción física entre Hivep-3 y SP-1. Se transfectaron células 293T 
con los vectores de expresión para los fragmentos de Hivep-3 1160-Flag(A) o 
1795-2405-Flag (B). En ambos casos se llevó a cabo una inmunoprecipitación de 
proteínas in vivo, mediante el empleo del anticuerpo !-Flag, y se comprobó la 




8. Hivep3 requiere de un entorno molecular complejo para modular el 
LTR.  
 
Los resultados obtenidos nos indican una dependencia de los sitios de unión a 
los factores SP-1 y NF-!B en el promotor del HIV-1 para la actividad transcripcional 
de Hivep3. Además del promotor del virus del SIDA, existen múltiples genes 
celulares cuya expresión se regula igualmente por estos factores. Por ejemplo, el 
promotor del gen celular p21 (waf1/cip1) presenta elementos de respuesta a NF-!B y 
SP-1 (Savickiene, Treigyte y cols. 2004). Por tanto, las células 293T se co-
transfectaron con el plásmido p21-Luc, el cual contiene el gen de la luciferasa 
dirigido por el promotor del p21, y con los vectores 1-1160 y 1795-2405. En 
condiciones basales, la isoforma Hivep3 con el dominio ZAS-N aumentó la actividad 
del promotor, mientras que el fragmento que contenía el dominio ZAS-C se 
comportaba como un represor (Figura 18A). Estos resultados, semejantes a los 
obtenidos para el promotor viral, sugieren la necesidad de un complejo entorno 
molecular en el que los factores de transcripción NF-!B y SP-1 estén presentes para 
mediar la actividad Hivep3.  
 
Figura 18. Efecto de Hivep3 sobre p21-Luc (A) y KBF-Luc (B). Se co-
transfectaron células 293T con plásmidos correspondientes y 48 horas después se 
midió la actividad luciferasa que se expresó como veces de inducción sobre los 
niveles basales de transcripción de cada plásmido reportero transfectado. 
 
 
Para confirmar que la estructura de un promotor determinado es esencial para 
la actividad transcripcional del Hivep3, realizamos experimentos similares a los 
Figura 13.- Efecto de Hivep-3 sobre otros promotores aparte del LTR del VIH-1. 
Se co-transfectaron células 293T con plásmidos reporteros correspondientes al 
promotor celular del gen p21 (A) o el promotor artifical KBF-LUC (B), que 
contiene 4 motivos de unión a NF-!B; acompañados del vector de expresión 
correspondiente al fragmento 1-1160 ó 1795-2405 aminoácidos de la proteína 
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descritos previamente, pero en este caso usando el KBF-Luc, que es un promotor 
artificial que contiene únicamente tres sitios de reconocimiento del factor de 
transcripción NF-!B. En este promotor (Figura 18B), ninguna de las sobre-
expresiones de Hivep3 presentó actividad significativa.  
  
9. La actividad transcripcional de Hivep3 N-terminal (ZAS-N) sobre el 
LTR es bloqueada por la expresión del elemento C-terminal (ZAS-C).  
 
Hasta ahora hemos descrito dos actividades contrarias para las distintas 
isoformas de Hivep3 sobre la regulación del promotor LTR. Sin embargo, y como 
hemos visto anteriormente en condiciones basales, ambas isoformas coexisten en 
células linfoides quiescentes y productivas (Figura 10). Por esta razón decidimos co-
transfectar células 293T con el plásmido reportero HIV-LTR-Luc y el vector 1-1160 
solo o en presencia de concentraciones crecientes del vector 1795-2405. Como 
podemos ver en la Figura 19, el plásmido que contiene el dominio ZAS-C reprimió de 
manera dosis dependiente la transactivación mediada por la expresión del dominio 
ZAS-N. Este resultado sugiere que la tasa de transcripción viral pudiera estar 












Figura 19. Actividad del promotor del VIH-1 bajo la expresión de ambas 
isoformas de Hivep3. Células 293T se co-transfectaron con los reporteros virales 
HIV-LTR-LUC y !B-SPwt-LUC junto con el vector de expresión 1-1160 a una 
concentración constante y concentraciones crecientes del vector 1795-2405. 48 
horas después se midió la actividad luciferasa que se expresó como veces de 
inducción sobre los niveles basales de transcripción de cada plásmido reportero 
transfectado. 
 
Figura 14.- Actividad la promotor del VIH-1 bajo la co-expresión de ambas 
isoformas de Hivep-3. Se co-transfectaron células 293T con el vector de 
expresión correspondiente al fragmento 1-1160 aminoácidos en concentración 
constante y con  el vector 1795-2405 aminoácidos de la proteína Hivep-3 en 
concentraciones crecientes. El experimento se realizó co-transfectando los 
plásmidos reporteros virales HIV-LTR-LUC y !B-SPwt-LUC. 48 horas después 




































10. Las proteínas Hivep3 con dominios ZAS-N y ZAS-C interaccionan 
físicamente con el promotor viral in vitro. 
 
Una vez que observamos la actividad que presentan las diferentes isoformas de 
Hivep3 sobre la transcripción del VIH-1, estuvimos interesados en verificar si está se 
encuentra mediada por una interacción directa con el promotor LTR. Para ello se 
realizaron experimentos de inmunodetección de proteínas asociadas al promotor viral 
in vitro, mediante el uso de fragmentos de ADN o moldes de las diferentes regiones 
de interés.  
 
Figura 20. Esquema de los diferentes fragmentos de ADN utilizados para la 
inmunodetección de factores de transcripción que interaccionan con el 
promotor viral LTR. Se diseñaron los cebadores biotinilados FullBIOUp (-428/-
407) y BIOUp (-104/-84). Además, se diseñaron los cebadores LTR C (-97/-118), y 
LUC LO, situado en el gen de la luciferasa. Los productos resultantes engloban la 
zona reguladora negativa (Molde 1) y el resto del promotor LTR (Molde 2). 
 
 
Para ello, y como muestra la Figura 20, se diseñaron cebadores específicos 
para amplificar las regiones -428/-118 nucleótidos (Molde 1) y -104/+150 nucleótidos 
(Molde 2) del plásmido reportero HIV-LTR-Luc. Para permitir un posterior arrastre 
de las proteínas que interaccionan con una región concreta, ambos moldes se 
producen amplificando por PCR el plásmido HIV-LTR-Luc con cebadores 
biotinilados en su extremo 5' (Ver Materiales y Métodos, apartado 10). Una vez 
preparados estos moldes, células 293T fueron transfectadas con los vectores 1-1160-
Flag o 1795-2405-Flag. 48 horas tras la transfección se obtuvieron proteínas nucleares 
de las células y se incubaron con los moldes biotinilados. Utilizando bolas magnéticas 
Figura 15.- Diseño de cebadores marcados con Biotina para la inmunodetección 
de factores de transcripción que interaccionan con el promotor viral. Se diseñaron 
los cebadores biotinilados FullBIOUp (-428/-407) y BIOUp (-104/-84). Además, 
se diseñaron los cebadores LTR C (-97/-118), y LUC LO, situado en el gen de la 
luciferasa. Los productos resultantes engloban la Zona reguladora negativa 
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con estreptavidina, se aislaron los templados biotinilados junto con todas los factores 
de transcripción implicados y se sometieron a electroforesis en geles de acrilamida e 
inmunodetección. Como se muestra en la Figura 21, ambos dominios de Hivep3 (N-
terminal y C-terminal) interaccionaron físicamente in vitro con la región reguladora 
negativa, así como con el resto del promotor. Como control de especificidad se 
incubaron las membranas resultantes con el anticuerpo !-SP-1, el cual no detectó este 
factor de transcripción en la zona reguladora negativa (Molde 1) y sí en el resto del 
promotor (Molde 2).  
 
Figura 21. Interacción física in vitro de Hivep3 con el promotor viral LTR. Se 
transfectaron células 293T con los vectores de expresión de los fragmentos 1-1160 
(A) o 1795-2405 aminoácidos (B) de Hivep3. Los extractos celulares se incubaron 
con fragmentos de ADN biotinilados correspondientes a distintinas regiones del 
LTR. Mediante el empleo de bolas magnéticas de Estreptavidina se aislaron los 
complejos proteicos asociados a los moldes biotinilados, y se sometieron a 
electroforesis e inmunodetección. 
 
Tal y como mostramos anteriormente, la co-expresión de la proteína C-
terminal reprime de manera dosis dependiente la transactivación del LTR mediada por 
la expresión del dominio N-terminal. Una posible explicación a este efecto pudiera ser 
la existencia de una competencia de ambas isoformas por el sitio de unión en el LTR. 
Para estudiar esta posibilidad, se repitió el experimento anteriormente descrito, pero 
co-transfectando con los vectores de expresión 1-1160-Flag y 1795-2405-Flag. Como 
se muestra en la Figura 22, en las condiciones experimentales utilizadas es posible la 






Figura 16.- Interacción física in vitro de Hivep-3 con el promotor viral LTR. Se 
transfectaron células 293T con los vectores de expresión de los fragmentos 
1-1160 (A) o 1795-2405 aminoácidos (B) de Hivep-3. Los extractos celulares se 
incubaron con fragmentos de ADN biotinilados correspondientes a distintinas 
regiones del LTR. Mediante el empleo de bolas magnéticas de Estreptavidina se 
aislaron los complejos proteicos asociados a los moldes biotinilados, los cuales se 






















Figura 22. Estudio in vitro de la interacción física de las isoformas de Hivep3 
con el promotor LTR. Se co-transfectaron células 293T con los fragmentos 1-1160 
y 1795-2405 de Hivep3. Los extractos celulares se emplearon en las técnicas de 
inmunodetección de factores  asociados al LTR descritas, utilizando los cebadores 
biotinilados indicados. 
 
   
11. Los dedos de Zinc del dominio ZAS-C son responsables de parte de la 
actividad represora de la proteína Hivep3 C-terminal.   
 
Las diferentes isoformas de Hivep3 se caracterizan de acuerdo con la 
presencia de uno de los dominios ZAS. Estos dominios, formados por dos motivos 
estructurales dedos de Zinc seguidos de una región rica en Serina/Treonina 
susceptible de fosforilación, se piensa que son los responsables de la interacción con 
los sitios de unión al ADN. No obstante la proteína Hivep3 presenta otras estructuras 
secundarias con actividad similar como, por ejemplo, cremalleras de leucina. Para 
analizar la importancia relativa de estos dominios en la función de la proteína 
represora Hivep3 C-terminal, se clonaron distintos fragmentos de la proteína y se co-
transfectaron en células 293T junto con el plásmido reportero HIV-LTR-Luc. 48 
horas después de la transfección, las células se estimularon con PMA (50 ng/ml) o 
TNF! (20 ng/ml) por 6 horas tras las cuales de determinó la actividad luciferasa. 
Como se observa en la Figura 23, aquellas construcciones cuyo extremo N-terminal 
coincide con el de la proteína C-terminal de Hivep3 (aminoácido 1795), la 
eliminación de los aminoácidos que conforman el dominio cremallera de leucina 
otorga una mayor capacidad represora a la activación del promotor viral en respuesta 
a estímulos pro-inflamatorios. El mismo efecto se observa cuando se añaden 
Figura 17.- Co-expresión de Isoformas de Hivep-3 y estudio de su interacción 
física in vitro con el promotor LTR. Células 293T fueron co-transfectadas con los 
vectores de expresión de los fragmentos 1-1160 y 1795-2405 aminoácidos de 
Hivep-3. L s extr ctos celulares se emplearon en las técnicas de inmunodetección 
de factores asociados al LTR descritas, utilizando los cebadores biotinilados 











aminoácidos al extremo N-terminal, es decir, anteriores a la posición 1795. Así, las 
construcciones 1530-2339 y 1530-2339 muestran menor capacidad represora, y de 
igual forma, la eliminación de la cremallera de leucina proporciona mayor actividad 
represora de la transcripción. Del mismo modo, no se observaron diferencias en la 
actividad de las diferentes construcciones ante la estimulación por TNF! o PMA. 
 
Figura 23. Efecto de las distintas construcciones C-terminal de Hivep3 sobre el 
HIV-LTR-LUC. Células 293T fueron co-transfectadas con los vectores de 
expresión correspondientes a las regiones de Hivep3 indicadas y el plásmido 
reportero HIV-LTR-LUC. 48 horas después, se midió la actividad luciferasa del 
promotor en respuesta o no a activación por PMA o TNF!. 
 
A continuación, se repitió el experimento anterior sustituyendo el estímulo por 
medio de rutas de señalización pro-inflamatorias, por la transactivación del promotor 
mediada por el fragmento N-terminal de Hivep3. Para ello, se co-transfectaron células 
293T con el plásmido reportero HIV-LTR-Luc, el vector de expresión para el 
fragmento 1-1160 de Hivep3 y las distintas construcciones de la proteína C-terminal. 
La actividad luciferasa se midió 48 horas después de la transfección. Como se observa 
en la Figura 24, la construcción más represora resultó ser la silvestre 1795-2405. En 
este caso, al contrario de lo que ocurría en las rutas de activación pro-inflamatorias, la 
eliminación del dominio cremallera de leucina si provocó un claro descenso en la 
actividad represora. Este efecto se repitió en aquellos fragmentos que en los que el 
extremo N-terminal corresponde al aminoácido 1530. En estas proteínas, la deleción 
del motivo estructural iba en contraposición con la actividad represora. Además, todas 
estas proteínas (1530-2339, 1530-2024 y 1530-2339*) eran peores inhibidores que la 
proteína original. 
Figura 18.- Efecto inhibidor de distintas construcciones C-terminal de Hivep-3 
sobre el HIV-LTR-LUC. Células 293T fueron co-transfectadas con los vectores de 
expresión correspondientes a las regiones del gen hivep3 indicadas y el plásmido 
reporter  HIV-LTR-LUC. 48 horas después, se midió la actividad luciferasa del 

















Figura 24. Efecto de la co-expresión las distintas construcciones C-terminal de 
Hivep3 sobre la actividad del HIV-LTR-LUC en respuesta al vector 1-1160. 
Células 293T fueron co-transfectadas con los vectores de expresión correspondientes 
a los fragmentos C-terminal del Hivep3 indicados y el plásmido reportero HIV-
LTR-LUC. Además, se transfectaron todas las muestras con el vector de expresión 
correspondiente a los aminoácidos 1-1160 de gen hivep3. Transcurridas 48 horas se 
midió actividad luciferasa. 
 
 
12. Hivep3 favorece la infección por VIH-1 y este efecto está mediado por 
la proteína Tat.  
 
Aunque las aproximaciones metodológicas anteriores resultan muy útiles para 
identificar el mecanismo molecular involucrado en la función de Hivep3, en la 
replicación del VIH-1 convergen una multitud de mecanismos celulares y virales. El 
virus integra en la célula hospedadora su genoma completo, el cual codifica para 
proteínas estructurales y reguladoras que juegan un papel fundamental, como es el 
caso de la proteína Tat. Para estudiar el papel de Hivep3 dentro de este contexto 
realizamos dos aproximaciones. En primer lugar se co-transfectaron células 293T con 
los vectores de expresión 1-1160 y 1795-2405, además del plásmido reportero 
pNL4.3R-E-Luc. Este plásmido contiene el genoma completo del VIH-1, en el que los 
genes rev y env son defectivos. Además, el gen nef se ha sustituido por el gen 
reportero luciferasa. Como se observa en la figura 25A, la sobre-expresión de la 
proteína portadora del dominio ZAS-N aumentaba la expresión de luciferasa más de 
25 veces comparado con el control basal. Del mismo modo, la proteína C-terminal 
aumentó también la actividad del plásmido reportero unas 4 veces. Para confirmar 
estos resultados, se repitió el mismo experimento en un modelo de infección aguda 
Figura 19.- Actividad del promotor del VIH-1 bajo la co-expresión del vector 
1-1l60 y diferentes isoformas de Hivep-3 C-terminal. Células 293T fueron co-
transfectadas con los vectores de expresión correspondientes a los fragmentos C-
terminal del gen hivep3 indicadas y el plásmido rep rtero HIV-LTR-LUC. 
Además, se transfectaron to as las muestras con el vector d  ex resión 
correspondiente a los aminoácidos 1-1160 de gen hivep3. Transcurridas 48 horas 
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con un virus pseudotipado con la envuelta del virus de la estomatitis vesicular  
(Figura 25B). En este caso, la sobre-expresión de 1-1160 provocó un aumento de la 
actividad luciferasa (aproximadamente 14 veces de inducción) superior a la que éste 
vector presentaba sobre el plásmido HIV-LTR-Luc, mientras que Hivep3 C-terminal 
no modificó de manera significativa la actividad del promotor viral. 
 
Figura 25. Efecto de Hivep3 sobre la transcripción del genoma completo el 
VIH-1. A) Se co-transfectaron células 293T con el plásmido reportero pNL4.3 R-E- 
Luc y con los vectores de expresión de los fragmentos 1-1160 y 1795-2405 
aminoácidos del gen hivep3. Transcurridas 48h se cuantificó la actividad luciferasa. 
B) En un modelo de infección aguda se transfectaron células 293T con los vectores 
indicados y transcurridas 12h se inocularon las células con virus recombinantes 
VSV. 24 horas después de la infección se cuantificó la actividad luciferasa. 
 
Como hemos mencionado, en ambos experimentos anteriores el genoma viral 
introducido codifica para la proteína transactivadora viral Tat. Para determinar si el 
incremento en la actividad del promotor viral por Hivep3 en estos experimentos está 
mediado por Tat, se co-transfectaron células 293T con el plásmido reportero HIV-
LTR-Luc, los vectores de expresión de Hivep3 y la proteína Tat (Figura 26). 48 horas 
después de la transfección se procedió a la medición de la actividad luciferasa. La 
combinación de Tat con el vector 1-1160 incrementó la expresión de luciferasa de 
manera sinérgica. Además, el vector 1795-2405, que reprimía la actividad del LTR 
inducida por TNF! o PMA (ver figuras anteriores), no fue capaz de bloquear la 
transactivación viral mediada por Tat. Este efecto se confirmó al combinar Tat con la 
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Figura 20.- Efecto de Hivep3 en la transcripción del genoma completo el VIH-1. En el experimento (A) 
se co-transfectaron células 293T con el plásmido reportero pNL4.3 R-E- LUC y con los vectores de 
expresión de los fragmentos 1-1160 y 1795-2405 aminoácidos del gen hivep3. Transcurridas 48h se 
cuantificó actividad luciferasa. En el modelo de infección aguda (B) se transfectaron células 293T con 
los vectores de expresión de los fragmentos 1-1160 y 1795-2405 aminoácidos del gen hivep3. 
Transcurridas 12h se inocularon las células con virus recombinantes VSV. 24 horas después de la 
infección se cuantificó actividad luciferasa 
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isoforma C-terminal reprimía el promotor activado por la proteína truncada N-
terminal. Por el contrario, la presencia de Tat no sólo indujo la desaparición de este 
efecto, sino que además se observo un efecto sinérgico con Hivep3, provocando una 














Figura 26. Actividad del promotor LTR del VIH-1 en respuesta a Tat e Hivep3. 
Se co-transfectaron células 293T con el plásmido reportero HIV-LTR-LUC, un 
vector de expresión de Tat (pCDNA-Tat-Flag) y los vectores de expresión 
correspondientes a los fragmentos 1-1160 y 1795-2405 de Hivep3. 48 horas después 
de la transfección se midió actividad luciferasa. 
 
 
13. Los inhibidores de HDACs sinergizan con la actividad Hivep3 sobre el 
HIV-1-LTR.  
 
Tal y como hemos comentado en la introducción, los inhibidores de Histonas 
Deacetilasas (HDACs) son una serie de compuestos que se están investigando en la 
actualidad por su capacidad de reactivar el VIH-1 latente en los reservorios virales. 
Estos compuestos propician una desestabilización de las enzimas HDACs que se 
reclutan en el promotor viral en condiciones de latencia y que favorecen una 
estructura condensada de la cromatina, impidiendo el acceso de factores de 
transcripción activadores. Para estudiar el efecto de estos compuestos sobre la 
regulación de la replicación viral por el gen hivep3, se transfectaron células 293T con 
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Figura 21.- Actividad del promotor LTR del VIH-1 en respuesta a Tat e Hivep3. 
Se co-transfectaron células 293T con el plásmido reportero HIV-L R-LUC, un 
vector de expresión de Tat consitutivo (pCDNA-Tat-Flag) y los vectores de 
expresión correspondientes a los fragmentos 1-1160 y 1795-2405 aminoácidos de 




la transfección, estas células se incularon con el virus recombinante VSV y 12 horas 
previas a la cuantificación de luciferasa, estas células se trataron con el inhibidor de 
HDACs Tricostatina A (300 nM). En la Figura 27 se puede observar como el 
tratamiento con Tricostatina A provoca un aumento en la actividad del promotor 
inducido por la construcción 1-1160 mayor que en el promotor basal. Curiosamente, 
la proteína C-terminal de Hivep3 tampoco es capaz de bloquear la inducción mediada 
por Tricostatin A. Estos resultados sugieren un efecto sinérgico entre los inhibidores 












Figura 27. Modelo de infección viral aguda independiente de receptor en 
respuesta a Hivep3 e inhibidores de HDACs. Se transfectaron células 293T con 
los vectores de expresión de los fragmentos 1-1160 y 1795-2405 aminoácidos de 
Hivep3. Transcurridas 12h estas células se inocularon con virus recombinantes 
VSV. 12 horas después de la infección se procedió a la estimulación con Tricostatin 
A 300 nM durante 12 horas. Finalmente, se cuantificó actividad luciferasa. 
 
 
Para estudiar cómo el tratamiento con estos inhibidores afecta a la 
transactivación del promotor por las proteínas que contienen el dominio ZAS-N, se 
co-transfectaron células 293T con concentraciones crecientes del plásmido 1-1160 y 
el promotor HIV-LTR-Luc. Después de 36 horas, las células se trataron con 
Tricostatin A (300 nM) durante 12 horas y se procedió a la cuantificación de la 
actividad luciferasa. En la Figura 28 se muestra el incremento sinérgico de la 
actividad transcripcional del VIH-1 mediado por la asociación de los inhibidores de 
HDAC e Hivep3. Estos resultados dejan abierta la posibilidad de una función directa 
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Figura 22.- Modelo de infección viral aguda independiente de receptor en respuesta a  
Hivep-3 e inhibidores de HDACs. Se transfectaron células 293T con los vectores de 
expresión de los fragmentos 1-1160 y 1795-2405 mi oácidos del gen hivep3. Transcurridas 
12h estas células se inocularon con virus recombinantes VSV. 12 horas después de la 
infección se procedió a la esti ulación con Tricostatin A 300 nM durante 12 horas. 
















Figura 28. Actividad del promotor LTR del VIH-1 en presencia de Hivep3 e 
inhibidores de HDACs. Se co-transfectaron células 293T con concentraciones 
crecientes del vector de expresión del fragmento 1-1160 aminoácidos de Hivep3, 
acompañado del plásmido reportero HIV-LTR-LUC. 12 horas antes de cuantificar la 
actividad luciferasa, las células fueron estimuladas con Tricostatin A (300 nM). 
 
 
14. Los inhibidores de HDACs regulan de manera diferencial la expresión 
de las proteínas Hivep3, favoreciendo la replicación viral. 
 
Aunque la principal función de los inhibidores de HDAC es desestabilizar a 
estas enzimas y propiciar una remodelación de la cromatina en el promotor viral, 
también se ha descrito la capacidad de estos compuestos para modificar la expresión 
de factores de transcripción a través de mecanismos post-transcripcionales y 
modificaciones post-traduccionales (Alao, Stavropoulou y cols. 2006; Makki, Heinzel 
y cols. 2008). Con el objetivo de elucidar el mecanismo bioquímico que explique la 
sinergia funcional entre los inhibidores de HDAC e Hivep3, tratamos células Jurkat 
Lat GFP- con Tricostatin A (300 y 500 nM) y Butirato Sódico (3 y 5 mM) durante 12 
horas. Seguidamente las células se lisaron y los extractos proteicos se sometieron a 
Western Blot con los anticuerpos específicos anti-Hivep3. Como podemos observar 
en la Figura 29, el tratamiento con los inhibidores de HDAC provocó una clara 
disminución en la expresión de la proteína represora C-terminal, e igualmente pero 
menos destacada en el fragmento N-terminal. Igualmente, esta represión se observó 
con otros inhibidores de HDAC como el Ácido Valproico (datos no mostrados). 
Curiosamente, en la proteína correspondiente al fragmento N-terminal de Hivep3 se 
Figura 23.- Actividad la promotor LTR del VIH-1 en presencia de Hivep3 e 
inhibidores de HDACs. Se co-transfectaron células 293T con concentraciones 
crecientes del vector de expresión del fragmento 1-1160 aminoácidos de Hivep3, 
acompañado del plásmido reportero HIV-LTR-LUC. 12 horas antes de cuantificar 
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observó la aparición de una banda superior de manera específica en las células 
tratadas. Un análisis detallado de la secuencia peptídica de Hivep3 mediante 
servidores bioinformáticos online (myHits de Expasy Tools, InterProScan de EMBL-
EBI) determinó la presencia de numerosos residuos susceptibles de modificación 
post-traduccional, tales como fosforilación en Serina/Treonina, fosforilación en 
Tirosina, ubiquitinación, glicosilación y sumoilación.  
 
Figura 29. Efecto de inhibidores de HDACs sobre la expresión de las isoformas 
de Hivep3. Las células fueron incubadas durante 12 horas con Tricostatin A (300 y 
500 nM) o Butirato Sódico (3 y 5 mM). A continuación, las células se lisaron y los 
extractos celulares se sometieron a electroforesis y posterior detección mediante 
anticuerpos específicos anti-Hivep3. 
 
Tras descartar mediante diferentes experimentos específicos la posibilidad de 
que la nueva proteína de mayor tamaño descrita se tratara de una modificación por 
fosforilación, ubiquitinación o glicosilación (datos no mostrados), se estudió en 
detalle la posibilidad de que una modificación por sumoilación. Con ese objetivo, se 
transfectaron células 293T con vectores de expresión de las moléculas SUMO-1-GFP 
y SUMO-2-GFP. Como control de especificidad se introdujo el vector de expresión 
de la proteína Ubiquitina (Ubi-HA). 36 horas tras la transfección, las células se 
trataron con Tricostatin A (300 nM) durante 12 horas, se lisaron y las proteínas 
extraídas se sometieron a inmunodetección con el anticuerpo !"N-terminal de 
Hivep3. En la Figura 30 podemos observar cómo de manera específica el anticuerpo 
!-N-terminal detectó una banda de tamaño superior a la proteína original de 
aproximadamente 130 kDa en respuesta a Tricostatin A y en presencia 
exclusivamente de SUMO-1-GFP. Estos resultados en conjunto, sugieren que existe 
una posible regulación diferencial de la expresión de ambas proteínas Hivep3 (N- y 
Tubulina 












Figura 24.- Western Blot de células Jurkat Lat GFP- en respuesta a inhibidores de 
HDACs. Las células fueron incubadas durante 12 horas con Tricostatin A (300 y 
500 nM) o Butirato Sódico (3 y 5 mM). A continuación, las células se lisaron y 
los extractos celulares se sometieron a electroforesis y posterior detección 
m di nte anticuerpos específicos anti-Hivep3. 
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C-terminal), en respuesta al tratamiento con inhibidores de HDAC, mediante 
mecanismos de regulación post-traduccional .  
 
Figura 30. Estudio de sumoilación de Hivep3 en respuesta a inhibidores de 
HDACs. Células 293T fueron transfectadas con los plásmidos indicados. 12 horas 
antes de lisar las células, éstas se estimularon con Tricostatin A (300 nM). Los 
extractos celulares se sometieron a electroforesis y posterior detección mediante 
anticuerpos específicos anti-Hivep3. 
 
 
15. Los inhibidores de HDAC modifican la actividad de las isoformas de 
Hivep3 para potenciar la replicación viral. 
 
Como hemos demostrado anteriormente, el tratamiento con inhibidores de 
HDAC produce una alteración en la expresión de la proteína Hivep3 N-terminal, 
posiblemente mediante la alteración de mecanismos de regulación post-
trasduccionales como la sumoilación, además de reprimir la expresión de la isoforma 
C-terminal. De acuerdo con el papel de este tipo de compuestos en la reactivación 
viral, estas modificaciones tienen como objetivo aumentar la transcripción del LTR. 
Para confirmar que estas modificaciones bioquímicas tienen relevancia funcional, se 
realizaron experimentos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) en la línea 
celular Hela Lat GFP. Esta línea celular se ha infectado con un virus recombinante 
que integra en el cromosoma de la célula hospedadora el genoma contenido en el 
plásmido pEV731. Este plásmido contiene el genoma completo del VIH-1 en el que la 
actividad del promotor depende fuertemente de la proteína Tat. Además, estas células 
se han seleccionado mediante técnicas de sorting para obtener una línea celular en la 
que los virus se han integrado de manera latente. Para realizar los experimentos, se 
sembraron estas células y se trataron con Tricostatin A 300 nM durante 12 horas. A 
-TSA +TSA 
Tubulina 
Figura 25.- Western Blot de 293T en respuesta a inhibidores de HDACs. Las 
células fueron transfectadas con plásmidos codificantes para las modificaciones 
postraduccionales Ubiquitinación (Ubi-HA) y Sumolación (Sumo-1 y Sumo-2/
GFP). 12 horas antes de lisar las células, éstas se estimularon con Tricostatin A 
(300 nM). Los extractos celulares se sometieron a electroforesis y posterior 
detección mediante anticuerpos específicos anti-Hivep3. 
N-terminal (1200aa) WB: !-N-terminal 
WB: !-tubulina 55kDa 
130kDa 
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continuación se fijaron las células con formaldehído y se disgregaron mediante 
sonicación. Una mínima cantidad de los sonicados se separó para el control o Input, y 
el resto fue sometido a inmunoprecipitación con los anticuerpos !-N-terminal y !-C-
terminal. Como control de especificidad se empleó el anticuerpo !-IgG. Utilizando 
bolas magnéticas, se aislaron los complejos proteína-ADN inmunoprecipitados. 
Finalmente, mediante PCR con cebadores dirigidos contra la región -195/+6 nt del 
promotor del VIH-1, se amplificó el ADN asociado a las proteínas 
inmunoprecipitadas. Como se muestra en la Figura 31, en condiciones basales la 
proteína N-terminal no se asocia con el promotor viral in vivo. Sin embargo, después 
del tratamiento con inhibidores de HDAC, se produce un claro incremento en la 
capacidad de unión de Hivep3 N-terminal al ADN viral. Por el contrario, no se 
observa ninguna alteración en la capacidad de unión del fragmento C-terminal al LTR 














Figura 31. Inmunoprecipitación de Cromatina (ChIP) asociada a Hivep3 en 
respuesta a inhibidores de HDACs. Las células Hela Lat GFP fueron tratadas con 
Tricostatin A (300 nM) durante 12 horas y sonicadas para extraer las proteínas 
asociadas a los promotores génicos. Tras inmunoprecipitar con los anticuerpos N-
terminal y C-terminal de Hivep3, se realizaron PCRs con cebadores dirigidos al 




Seguidamente, y con el fin de poder confirmar el posible papel de Hivep3 en 
la infección por VIH-1 estimulada por inhibidores de HDAC, se transfectaron células 
+TSA -TSA 
Inmunoprecipitación de Cromatina 
Promotor LTR 
INPUT 
Figura 26.- Inmunoprecipitación de Cromatina (ChIP) asociada a Hivep3 en 
respuesta a inhibidores de HDACs. Las células Hela Lat GFP fueron tratadas con 
Tricostatin A (300 nM) durante 12 horas y sonicadas para extraer las proteínas 
asociadas a los promotores génicos. Tras inmunoprecipitar con los anticuerpos N-
terminal y C-terminal de Hivep3, se realizaron PCRs con cebadores dirigidos al 





293T con silenciadores comerciales de Hivep3, los cuales bloquean la expresión de la 
proteína N-terminal. 12 horas después de la transfección las células fueron inoculadas 
con el virus recombinante VSV/VIH-1 y se estimularon con Tricostatin A 300 nM 
durante 12 horas. Para cuantificar el experimento, se midió la actividad luciferasa de 
las células. Como se muestra en la Figura 32, en condiciones basales la replicación 
viral se inhibe dramáticamente en presencia de los silenciadores citados. Este efecto, 
aunque significativo, es menor en las células estimuladas con inhibidores de HDAC. 
Una explicación a este resultado podría ser que el tratamiento con inhibidores de 
HDAC desencadena una cascada de mecanismos moleculares, parte de los cuales 
compensan el silenciamiento de Hivep3. Estos datos demuestran un papel de Hivep3 
en la replicación del VIH-1 y sugieren una función relevante de dicha proteína en la 
reactivación viral mediada por inhibidores de HDAC, lejos de la remodelación de la 













Figura 32. Papel de Hivep3 en la infección viral en respuesta a inhibidores de 
HDAC. Se transfectaron células 293T con dos  silenciadores comerciales diferentes 
dirigidos al exón 3 del gen hivep3. 12 horas después las células se inocularon con 
virus recombinantes VSV y 12 horas antes de medir actividad luciferasa se 
estimularon con Tricostatin A (300 nM). 
 
16.- El homólogo murino de Hivep3, KRC, presenta un comportamiento 
diferente a la proteína humana. 
 
Por último, y ya que los resultados publicados anteriormente para el homólogo 
murino de Hivep3, KRC, no coinciden con nuestros resultados con el gen humano, 
F ura 27.- Modelo de inf cción vi l aguda independiente de receptor. Se 
transfectaron células 293T con dos  silenciadores comerciales diferentes dirigidos 
al exón 3 del gen hivep3. 12 horas después las células se inocularon con virus 
recombinantes VSV y 12 horas antes de medir actividad luciferasa se estimularon 
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nos propusimos comparar la actividad de ambas proteínas sobre el LTR. Para ello, se 
co-transfectaron células 293T con el plásmido reportero HIV-LTR-Luc y vectores de 
sobre-expresión de fragmentos ZAS-N y ZAS-C de las proteínas humana y murina 
(Figura 33A). La cuantificación de la actividad del promotor reveló resultados 
interesantes. Ninguna de las construcciones ZAS-N empleadas en este experimento 
(213-1074 humano y 204-1055 murino) tienen actividad significativa sobre el LTR. A 
diferencia de la proteína 1-1160 humana, estas dos construcciones no contienen el 
motivo ZAS-N completo, lo cual podría ser una explicación para la pérdida de 
actividad. Las proteínas ZAS-C muestran una variedad de funciones. Mientras la 
proteína de Homo sapiens muestra una tendencia a la represión del promotor, la 
proteína de ratón exhibe una potente actividad transactivadora. Estas dos secuencias 
se diferencian básicamente en un motivo estructural: una cremallera de leucina 




Figura 33.- Análisis funcional de las secuencias murina y humana.  A) Se co-
transfectaron células 293T con vectores de sobre-expresión de los fragmentos de 
Hivep3 (azul) o KRC (marrón) indicados, y el plásmido reportero HIV-LTR-Luc. 48 
horas después de la transfección se cuantificó la actividad luciferasa. B) Aislamiento 
diferencial de proteínas nucleares y citoplásmicas de células 293T transfectadas con 
las construcciones humana y murina indicadas. 
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Figura 28.- Análisis funcional de las secuencias murina y humana.  A) Se co-transfectaron 
células 293T con vectores de sobre-expresión de los fragmentos de Hivep3 (azul) o KRC 
(marrón) indicados, y el plásmido reportero HIV-LTR-Luc. 48 horas después de la transfección 
se cuantificó la actividad luciferasa. B) Aislamiento diferencial de proteínas nucleares y 




































La proteína de Hivep3 con actividad transactivadora 1-1160 localiza en núcleo 
y citoplasma en condiciones basales (datos no mostrados). Para confirmar que la 
ausencia de actividad en los fragmentos 204-1055 de ratón y 213-1074 humano no se 
debe a una distinta localización nuclear, se transfectaron células 293T con los 
vectores de expresión indicados y se aislaron proteínas citosólicas y nucleares tras 48 
horas. Como se puede observar en la Figura 33B, los experimentos de Western Blot 
identifican ambas proteínas en condiciones basales tanto en núcleo como en 






































 1. Importancia de la latencia viral dentro de la enfermedad. 
 
Los virus que infectan a organismos inmunocompetentes, han sido a lo largo 
de su historia de relación con el hospedador, capaces de desarrollar diferentes 
estrategias para evitar la respuesta del sistema inmune. A grandes rasgos, estos virus 
optan por dos estrategias básicas: Por un lado, provocan una infección aguda que 
evade la respuesta inmune del hospedador permitiendo su pronta propagación antes de 
que la respuesta inmune innata y adaptativa lo controle;  y por otro, desarrollan un 
tipo de infección persistente y menos transmisible. En el caso del VIH, se produce 
inicialmente un importante ataque al sistema inmune mediante la infección de 
linfocitos T CD4+, provocando un importante efecto citopático que conlleva a la 
depleción celular. Al mismo tiempo el virus se integra de forma latente en una 
pequeña fracción de células infectadas y que, al evitar el efecto citolítico, representan 
el reservorio viral.   
 
La estrategia a seguir posteriormente por el virus para el mantenimiento de 
una infección crónica está encaminada a la represión del sistema inmune. Gracias a 
esto, el virus va a conseguir, en primer lugar, relajar un estado excesivamente 
patogénico que conllevaría la eliminación de células y tejidos infectados gracias a la 
activación de linfocitos T CD8+ y la liberación de citocinas pro-inflamatorias; y en 
segundo lugar, regular la capacidad proliferativa viral. No obstante, a pesar de la 
disminución de la capacidad proliferativa y de la reducción de funciones que 
favorecen un estado patogénico, las células del sistema inmune del hospedador juegan 
un papel muy importante controlando la replicación viral. Éste es el caso de los 
controladores de élite del VIH-1, los cuales constituyen una población de infectados 
por el virus del SIDA que son capaces de limitar la infección a unos niveles muy 
bajos durante largos períodos de tiempo en ausencia de tratamiento. Sin embargo, a lo 
largo de la infección por este virus, la desestabilización de la función de los linfocitos 
T puede ser tan importante que estas células son incapaces de controlar la replicación 
viral. Es por tanto necesario, conocer mejor los mecanismos responsables de la 
pérdida de función progresiva de estas células en una infección crónica, para así 
permitir el desarrollo de nuevas aproximaciones médicas capaces de reducir la 
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letalidad de esta infección crónica en humanos. 
 
En este sentido, y aunque la terapia TARGA ha mejorado enormemente la 
morbilidad y mortalidad asociada al SIDA, el reservorio viral no sensible a este 
tratamiento se presenta como el mayor problema para eliminar completamente el 
virus del organismo. Debido a la larga vida media y a las características del mismo, la 
terapia TARGA actual requeriría más de 60 años de tratamiento continuo para 
erradicar la infección. Recientemente, la comunidad científica ha guiado sus esfuerzos 
hacia nuevas estrategias para eliminar los reservorios virales, llevadas a cabo 
mediante manipulación farmacológica denominada “terapia de inmunoactivación 
viral” (IAT) (Lane, Lore y cols. 2001; Mitsuyasu 2002). Se ha postulado, que la 
reactivación del virus en células en las que se ha infectado de manera latente, 
provocaría que estas células murieran por el efecto citopático del virus y por la acción 
del sistema inmune, debido a la expresión de antígenos virales en el contexto de MHC 
clase I. La administración conjunta de TARGA junto a esta terapia, bloquearía la 
posibilidad de una posterior diseminación de los viriones originados. 
 
El progresivo aumento del conocimiento acerca de los mecanismos 
moleculares implicados en la latencia viral, ha permitido el desarrollo de moléculas 
específicas para reactivar el virus de acuerdo con 3 vías diferentes: activadores de 
células T, como el OKT3!(Geeraert, Kraus y cols. 2008), la IL-7!(Wang, Xu y cols. 
2005), los agonistas de PKC como la Prostratina! (Reuse, Calao y cols. 2009) y la 
Briostatina-1 (Perez, de Vinuesa y cols.); los inhibidores de HDACs, como el Ácido 
Valproico (Siliciano, Lai y cols. 2007) o el SAHA!(Edelstein, Micheva-Viteva y cols. 
2009); y los inhibidores de metilación! (Blazkova, Trejbalova y cols. 2009; Kauder, 
Bosque y cols. 2009). En cualquier caso, la terapia IAT debe emplear fármacos que 
no induzcan la proliferación policlonal de los linfocitos T para evitar la 
hiperactivación del sistema inmunológico. Por esta razón, es primordial estudiar en 
detalle los mecanismos moleculares implicados en la regulación de la latencia, para de 







 2.- Regulación de la expresión del gen hivep3.  
 
Durante el desarrollo de esta tesis doctoral hemos estudiado el posible papel 
funcional de la regulación del gen hivep3 sobre el mantenimiento de la latencia viral. 
La particular regulación de este gen provoca que se expresen dos tipos de proteínas 
Hivep3, las poseedoras del dominio ZAS-N y las que contienen ZAS-C, las cuales 
pudieran presentar diferentes actividades. Esto puede ser debido a diferentes 
mecanismos moleculares que pudieran actuar a diferentes niveles. Un posible 
mecanismo responsable de la aparición de estas dos isoformas sería un procesamiento 
proteolítico de la proteína completa. Para estudiar esta posibilidad inicialmente 
realizamos experimentos de inhibición de los principales responsables de estos 
procesamientos (caspasas, etc) no observando ningún cambio en los patrones 
observados (datos no mostrados). A nivel de proteína, otra alternativa es el 
procesamiento peptídico de secuencias específicas regulado por inteínas. No obstante, 
el análisis de la secuencia completa de aminoácidos de Hivep3 no reveló la presencia 
de estos patrones. Igualmente, no observamos relación entre la expresión de la 
proteína completa y las otras isoformas detectadas (Figura 10),  sugiriendo por tanto 
que este mecanismo es poco probable. 
 
En lo referente a modificaciones post-transcripcionales, aunque las 
predicciones bioinformáticas realizadas nos muestran la posibilidad de presencia de 
promotores alternativos, estas mismas herramientas junto con trabajos previos (Yin, 
Yu y cols. ; Mak, Li y cols. 1998; Hicar, Liu y cols. 2001) describen el mecanismo de 
corte y empalme como responsable de la aparición de varias isoformas. Estudiando en 
profundidad la secuencia predicha para el ARNm de la isoforma c, se puede observar 
la ausencia de un exón intermedio, concretamente el exón 5 de 176 nucleótidos, con 
respecto a la isoforma a y b que codifican para la proteína completa. Este mecanismo 
queda confirmado por la presencia de esta isoforma detectada in vivo en células 
linfoides con los experimentos de RT-PCR (Figura 8B). En el mismo sentido el uso 
de siRNAs, una potente herramienta para el estudio de los mecanismos de corte y 
empalme (Park, Parisky y cols. 2004; Gaur 2006), dirigidos al exón 3 no afecto a la 
isoforma c, donde no está presente. Este hecho confirma la posible existencia de una 
regulación de esta isoforma por corte y empalme de pre-ARNm. Igualmente, además 
de las isoformas ZAS-C se ha propuesto que los genes que codifican para las 
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proteínas HIVEP pueden originar una variedad de proteínas ZAS-N de distintos 
tamaños!(Hicar, Liu y cols. 2001; Wu, Hicar y cols. 2001; Liang, Lints y cols. 2003). 
Ya en ratón se describió la aparición de una isoforma N-terminal de un peso 
aproximado a 130 kDa. De hecho, anteriormente se describieron múltiples tránscritos 
en timo y cerebro que podrían codificar para isoformas de menor tamaño de Hivep3 
(Mak, Li y cols. 1998).  
  
El mecanismo de corte y empalme se regula por proteínas que se asocian con 
el pre-ARNm y actúan potenciando o reprimiendo la capacidad del espliceosoma para 
reconocer los sitios de corte que flanquean el exón a regular. La regulación de este 
mecanismo va a depender de la concentración existente de reguladores positivos y 
negativos del espliceosoma, así como de las interacciones específicas de estos 
factores con el pre-ARNm (Smith y Valcarcel 2000). De acuerdo con la probable 
función contrapuesta que presentan las isoformas N- y C-terminal de Hivep3, la 
expresión de ambas podría variar de acuerdo con la actividad del promotor viral. Así 
por ejemplo, se ha comentado que los linfocitos vírgenes no activados o las células T 
memoria suponen un ambiente muy restrictivo para el VIH-1, debido principalmente 
a una combinación de factores de transcripción y condensación de la cromatina que 
no favorece la replicación viral. En esta situación la relación entre las isoformas N- y 
C-terminal estaría descompensada hacia estas últimas. Aunque no se han encontrado 
diferencias de expresión de esta isoforma entre células latentes y células 
constitutivamente replicativas (Figura 10), sí se ha demostrado que su expresión se 
puede modular, por ejemplo, con inhibidores de HDAC (Figura 29). Resultados 
preliminares del laboratorio sugieren que este descenso de expresión ocurre a nivel de 
transcripción del ARNm de esta isoforma, quizás mediante una regulación del 
mecanismo de corte y empalme o afectando a la estabilidad de este ARNm en 
particular. No obstante, otra posibilidad para desequilibrar la balanza entre ambas 
isoformas consistiría en aumentar la expresión de N-terminal. Aunque tanto los 
experimentos de micro-arrays, como los de qRT-PCR están realizados con sondas o 
cebadores cuya diana es el exón 6 (presente en isoformas activadoras y represoras), 
ambos experimentos muestran una fuerte inducción del gen a nivel transcripcional en 
respuesta a activadores de la transcripción viral. Si se combinan estos resultados con 
la expresión de proteínas observada (Figura 10), se podría concluir que la inducción 
en el ARNm que se observa se debe principalmente a la isoforma transactivadora 
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ZAS-N, lo que provoca un incremento de expresión significativo de esta isoforma 
entre condiciones latentes y productivas a nivel de proteína. Este comportamiento no 
sería exclusivo de hivep3, ya que existen otros genes que se expresan de manera 
diferente de acuerdo con el estado replicativo del virus. Así, el gen que codifica para 
el receptor CD45 en células T sufre una variedad de corte y empalme alternativo que 
se relaciona con la transición a célula memoria. Mientras el linfocito virgen expresa 
distintas isoformas del receptor (CD45RB, CD45RAB o CD45RBC) 
 
 
Figura 34.- Transcripción del gen hivep3. La transcripción del gen hivep3 está 
regulada por diversos mecanismos, como empalme alternativo, promotores 
alternativos y distintas fases de lectura. Empleando el servidor online AceView 
(NCBI) se muestran las isoformas de ARNm de este gen que codifican para posibles 
proteínas truncadas que portan el Dominio ZAS-N o el dominio ZAS-C. En negro se 
muestran las regiones codificantes. Los arcos simbolizan los intrones retirados en el 
proceso de maduración del ARNm. En gris se indican las secuencias no codificantes para 
cada ARNm (5’-UTR y 3’-UTR). 
  
(Hermiston, Xu y cols. 2003), en linfocitos T memoria  varios exones del ARNm 
completo son eliminados originando la proteína CD45RO. Se ha demostrado que este 
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mecanismo depende de una secuencia ARS (Activation-responsive sequence) presente 
en los exones que se regulan de esta manera! (Rothrock, Cannon y cols. 2003). 
Recientemente se ha identificado que esta secuencia de nucleótidos 
(MCYYGCAMGCA) es reconocida por el factor hnRNPLL, que media la exclusión 
de los exones diana!(Wu, Jia y cols. 2008). Esta proteína se induce en la transición a 
célula memoria y es responsable en gran medida del reordenamiento génico que se 
produce en este estado, afectando a la expresión de múltiples genes entre los que se 
encuentran varias proteínas con dedos de Zinc. Curiosamente, el análisis de la 
molécula de pre-ARNm de hivep3 muestra la existencia de numerosos sitios donde 
está presente la secuencia  ARS. Este dato podría ser una respuesta a la expresión 
diferencial de las isoformas de Hivep3 según el estado celular. 
 
Aunque los resultados sugieren una regulación mediante corte y empalme, no 
podemos descartar el empleo de promotores alternativos para la expresión de las 
distintas isoformas de Hivep3. Un ejemplo de este mecanismos se da en el gen celular 
mdm2, donde uno de los intrones contiene un promotor alternativo que responde a la 
proteína p53!(Barak, Gottlieb y cols. 1994). De esta manera, la transcripción a partir 
de este promotor alternativo situado en el primer intrón, origina un ARNm que carece 
del primer exón. En el caso de hivep3, este mecanismo podría aplicarse a la isoforma 
c, concretamente a la región intrónica entre los exones 4 y 5. Las moléculas de ARNm 
surgidas de este promotor deberían posteriormente retirar el exón 6 mediante 
empalme alternativo. Un estudio más extenso acerca de la regulación de la expresión 
de esta proteína sería necesario, por ejemplo, en el caso de identificar promotores 
génicos con respuesta a distintos tipos de señalización.  
 
 3. Mecanismo de acción de Hivep3.  
 
Los resultados que se presentan en este trabajo apuntan hacia una regulación 
de la transcripción del genoma viral a través de la acción directa de las dos isoformas 
de Hivep3 sobre el LTR. Aunque se ha descrito que las proteínas con dominios ZAS 
interaccionan con el ADN mediante su unión a motivos !B (Bachmeyer, Mak y cols. 
1999; Wu, Hicar y cols. 2001), en nuestro caso la transactivación provocada por 
Hivep3 N-terminal depende tanto de los sitios de unión a NF-!B como de SP-1. 
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Curiosamente, otro promotor humano que consta de ambos elementos de respuesta 
(p21, Figura 18A) se comporta de la misma manera que el LTR tras la sobre-
expresión de Hivep3, mientras que por el contrario, la construcción artificial !BF 
(con 3 sitios de unión a NF-"B consecutivos) no muestra actividad. Estos resultados 
sugieren la participación de Hivep3 como parte de un complejo que provoque su 
unión al promotor. Precisamente, la familia HIVEP se caracteriza por contener 
proteínas de muy alto peso molecular. Esta característica haría improbable un 
mecanismo de acción en solitario, ya que en el complejo molecular formado por los 
factores de transcripción que se asocian al LTR, que a su vez atraen a complejos co-
activadores o co-represores, hace poco probable que la proteína Hivep3 se encuentre 
asociada al ADN de manera aislada. Un punto de vista más lógico sería plantear el 
papel de Hivep3 N-terminal como una proteína de andamiaje que atraiga factores co-
activadores o, en el caso de C-terminal, co-represores. (Figura 35-36). 
 
Sin embargo, y al igual que ocurre con numerosos de los factores involucrados 
en la regulación del LTR, en condiciones de replicación viral el entorno molecular se 
modifica. Una de las proteínas que juega un papel mas relevante a nivel 
transcripcional en este contexto es la proteína viral Tat. Como se ha mencionado en la 
introducción, a través de la interacción con el elemento TAR, Tat reorganiza la 
maquinaria molecular responsable de la activación del promotor, para así favorecer la 
expresión de las proteínas virales. Nuestros resultados demuestran que esto también 
ocurre con las proteínas codificadas por el gen hivep3. Así, Tat elimina la represión 
del promotor a pesar de la presencia de Hivep3 C-terminal y sinergiza con la 
transactivación mediada por Hivep3 N-terminal. Estos resultados coinciden con el 
reclutamiento de diferentes factores de transcripción dependientes de Tat, los cuales 
serían necesarios para las distintas actividades de Hivep3. Mediante sobre-expresión 
de ambas proteínas, hemos demostrado que tanto N- como C-terminal son capaces de 
unirse al ADN in vitro. Gracias al empleo de dos moldes diferentes del promotor 
viral, hemos comprobado como las proteínas Hivep3 se podrían asociar 
potencialmente a la zona reguladora negativa (-455/-110nt), así como al resto del 
promotor. Lejos de ser categóricos, estos experimentos dependen en gran medida de 
las condiciones experimentales empleadas. De hecho, en el experimento de 
inmunoprecipitación de cromatina de la figura 31, se muestra cómo en condiciones 
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basales la proteína endógena Hivep3 N-terminal no se encuentra asociada al ADN in 
vivo, mientras que sí lo hace tras el tratamiento con Tricostatin A. Curiosamente, al 
igual que en el experimento de detección de proteínas que interaccionan con el 
promotor, parece que ambas se pueden encontrar asociadas al LTR al mismo tiempo, 
aunque se deberían realizar experimentos más detallados para identificar la región 
concreta de interacción. 
 
Otra posible explicación a los posibles cambios de actividad de las proteínas 
de HIVEP sería la regulación mediante modificaciones post-traduccionales. Un 
análisis detallado de la estructura de la familia HIVEP, muestra una serie de residuos 
de Tirosina y Serina/Treonina potencialmente diana de fosforilaciones. Se ha 
demostrado que las fosforilaciones en los aminoácidos que forman parte del dominio 
ZAS modifican la capacidad de unión al ADN de estos factores (Bachmeyer, Mak y 
cols. 1999). Efectivamente, nosotros comprobamos como la incubación con PMA 
provoca la fosforilación de la proteína Hivep3 N-terminal (datos no mostrados). No 
obstante, esta fosforilación no se bloquea con el empleo de inhibidores de PKC y 
otras quinasas, tales como la Casein Quinasa II, los cuales no tienen ningún efecto 
sobre la actividad transcripcional de Hivep3 sobre el LTR. Igualmente, aunque no 
hemos encontrado residuos susceptibles de acetilación mediante el empleo de 
herramientas bioinformáticas, la actividad de los inhibidores de HDACs como 
potenciadores de la actividad de Hivep3, podría sugerir una modificación en el patrón 
de acetilación de esta proteína. Del mismo modo, el empleo de Tunicamicina como 
inhibidor de la glicosilación (Jacobs, Simpson y cols. 1985) sobre Hivep3, no produjo 
alteraciones significativas. Por último, en la Figura 30 observamos cómo los 
inhibidores de HDAC modifican la proteína endógena Hivep3 N-terminal por 
sumoilación. Esta modificación, lejos de marcar a la proteína para degradación, puede 
ejercer numerosas otras funciones (Geiss-Friedlander y Melchior 2007). Por ejemplo, 
podría variar la translocación de Hivep3 al núcleo celular, así como influir en la 
capacidad de unión al ADN o al complejo molecular necesario para la transactivación 
del LTR. En cualquier caso, el resultado de esta modificación es favorecer la unión de 
la isoforma transactivadora al promotor viral (Figura 31). 
 
 Otro importante dato a tener en cuenta a la hora de establecer un modelo del 
posible mecanismo de acción de Hivep3, es la comparación de su actividad sobre la 
Discusión 
! 87!
transcripción del promotor viral con su homólogo murino. Aunque ambas proteínas 
localizan en condiciones basales tanto en núcleo como en citoplasma, su actividad 
funcional es muy diferente: mientras el fragmento N-terminal humano es un potente 
inductor de la transcripción, su homólogo murino se comporta como un represor, 
mediante la interacción directa con TRAF2. Si comparamos ambas secuencias 
podemos observar que la construcción murina N-terminal carece del dominio ZAS-N 
(Oukka, Kim y cols. 2002), pudiendo ser esta la causa del diferente comportamiento 
de ambas proteínas sobre el LTR. Del mismo modo, al comparar las isoformas C-
terminal, mientras que el vector de expresión murino del gen KRC actúa como un 
potente activador de la transcripción del LTR, la sobre-expresión del C-terminal 
humano bloquea la actividad del promotor. El análisis comparativo de ambas 
secuencias muestra la presencia de un motivo cremallera de leucina en la región 2024-
2052 de Hivep3 humano que no está presente en su homólogo murino. Ya que este 
motivo estructural podría modular la actividad de la proteína favoreciendo su 
dimerización o interacción con otros factores de transcripción, nos propusimos 
estudiar el efecto de la deleción sobre la actividad. Como se puede observar en la 
Figura 23, la eliminación de este dominio aumentó el bloqueo de los estímulos pro-
replicativos. Del mismo modo, el fragmento C-terminal de la proteína humana al 
contrario que el murino, muestra un sitio potencial de interacción con TRAF2 ausente 
en la proteína de ratón. De acuerdo con lo demostrado por el grupo de la Dra. 
Glimcher (Oukka, Kim y cols. 2002), la interacción con esta proteína asociada a 
receptores pro-inflamatorios podría ser el motivo de una represión de la transcripción 
a nivel de señalización. Estos resultados muestran la importancia de trabajar con la 
proteína Hivep3 humana para modelos de regulación transcripcional del HIV-1. 
 
 En resumen, proponemos el siguiente modelo para explicar el mecanismo 
molecular que ejerce la proteína Hivep3 en la regulación de la latencia viral del VIH. 
En condiciones de latencia viral (Figura 35), el control de la expresión del gen hivep3 
daría como resultado la aparición de dos isoformas, ZAS-N y ZAS-C, cuya actividad 
presenta un balance neto represor. Este efecto estaría favorecido por un ambiente 








Figura 35.- Modelo propuesto 










 Por el contrario, tras la activación celular mediada por receptor, por otras 
moléculas como agonistas de PKC, o gracias al empleo de compuestos que activen la 
transcripción viral en ausencia de estimulación celular (Figura 36), se produciría una 
remodelación de esta maquinaria transcripcional que provocaría la perdida de esta 
capacidad represora de la familia de proteínas Hivep3. Este efecto sería causado 
principalmente por la progresiva síntesis de Tat y concluiría con el reclutamiento de 
factores celulares co-activadores, los cuales favorecen la actividad de la ARNpol-II y 






Figura 36.- Modelo propuesto 
para la función de Hivep3 en 
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1. La transcripción del gen humano hivep3 está sujeta a una regulación muy compleja 
generando isoformas proteicas que expresan los dominios que ZAS-N, ZAS-C o ambos. 
 
2. Las proteínas con el dominio ZAS-N intacto ejercen un papel transactivador del LTR, 
mediante su interacción con un complejo molecular en el que NF-!B y SP-1 están 
presentes. 
 
3. Las proteínas con el dominio ZAS-C bloquean la actividad del promotor viral tanto 
inducida por estímulos por inflamatorios, como por las isoformas ZAS-N. 
 
4. Ambas proteínas ZAS-N y ZAS-C interaccionan con el LTR, pudiendo formar partes 
de diferentes complejos al mismo tiempo.  
 
5. La proteína viral Tat sinergiza con ZAS-N para incrementar la actividad del promotor 
y desrreprime al promotor en presencia de ZAS-C. 
 
6. Los inhibidores de HDAC modifican de manera diferencial la expresión de las 
isoformas de Hivep3 y la isoforma ZAS-N se sumoliza por SUMO-1 en presencia de 
estos inhibidores. 
 
7. El gen humano hivep3 y el homólogo murino krc no presentan la misma actividad 
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Abstract: The persistence of latent HIV-infected cellular reservoirs represents the major hurdle to virus eradication in 
patients treated with highly active antiretroviral therapy. The molecular mechanisms by which integrated HIV-1 is 
repressed during latency have been partially identified in different models of HIV-1 latency, and the involvement of 
multiple processes has been demonstrated. Therefore, several molecular targets amenable to pharmacological 
manipulation have emerged to antagonize HIV-1 latency in the viral reservoirs. In this context, it has been suggested that 
successful depletion of such latent reservoirs will require a combination of therapeutic agents that can specifically and 
efficiently act on cells harbouring latent HIV-1 provirus. HIV-1 reactivation therapy is a potential therapeutic option to 
purge the viral reservoirs. The goal of this therapy is to enhance the transcriptional activity of the latent HIV-1 without 
inducing the polyclonal activation of non-infected cells. In this sense natural or semisynthetic protein kinase C agonists 
lacking tumour-promoter activities clearly fulfil this criterion, thereby opening new research avenues to purge HIV-1 
reservoirs. In this review article, we have succinctly summarized the known effects of "natural products", focusing on 
phorboids like prostratin and ingenols, macrolides like bryostatin-1, and macrocyclic polyesters like ingols and 
jatrophanes. A comprehensive view on the molecular mechanisms underlying the principle of HIV-1 reactivation from 
latency is provided, discussing the combination of "natural products" with other experimental or conventional 
therapeutics. 
Keywords: HIV-1 latency, PKC agonists, reactivation therapy, viral reservoirs. 
INTRODUCTION 
 Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infects 
several cell types during the course of infection and progre-
ssion to acquired immune deficiency syndrome (AIDS). In 
the absence of highly active anti-retroviral therapy 
(HAART), HIV-1 replication is active in most of the infected 
cells and in the majority of patients. However, HIV-1 
establishes long-term infection in a small pool of memory 
CD4
+
 T cells and in other cell types, which contain inte-
grated but transcriptionally silent HIV provirus [1-3]. These 
latently infected cells constitute a viral reservoir in which a 
replication-competent form of the virus persists with more 
stable kinetics than the main pool of actively replicating 
virus [4]. It is thought that this reservoir is responsible for 
the residual viremia below the detection limit in clinical 
assays that is a common feature in all HAART-treated 
patients [5, 6]. Nevertheless, there is also evidence that this 
residual viremia can be the consequence of ongoing  
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replication in a pool of infected cells in the sanctuary sites, 
and then the longevity of the latent reservoir may be a 
consequence of the continual replenishment by virus pro-
duced by active replication [7, 8]. The extremely long half-
life of memory CD4
+
 T cells, combined with a tight control 
of HIV-1 expression, has been reported to make this reser-
voir ideally suited to maintain hidden copies of the virus [3, 
9]. Moreover, peripheral blood monocytes, dendritic cells 
and macrophages in the lymph nodes, migroglia in the CNS, 
and hematopoietic stem cells in the bone marrow are also 
implicated as a viral reservoir [10]. Although, HAART is 
undoubtedly a life-saving therapy for millions of AIDS 
patients, the persistence of latent HIV-infected cellular 
reservoirs represents the major hurdle to virus eradication, 
since latently infected cells remain a permanent source of 
viral reactivation. As a result, a sudden rebound of the viral 
load after interruption of HAART is generally observed [11, 
12]. For this reason, the eradication of viral reservoirs is at 
present the major goal for HIV-1 therapeutics [13]. 
 Early introduction and intensification of HAART have 
been suggested to diminish the frequency of latently infected 
memory CD4
+
 T cells [14]. However, a recent report has 
shown that HAART intensification does not reduce residual 
viremia in a small cohort of patients [6]. Moreover, it is 
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a b s t r a c t
The persistence of latent HIV-infected cellular reservoirs represents the major hurdle to virus eradication
in patients treated with highly active antiretroviral therapy, referred to as HAART. HIV-1 reservoirs are
long-lived resting CD4+ memory cells containing the virus latently integrated. Since the HIV-1 reservoirs
are not targeted by HAART, reactivation therapy has been suggested to purge viral latency. Bioassay-
guided study of an ethyl acetate extract of Euphorbia laurifolia afforded two isomeric diterpenes that
showed differential activity over HIV-1 reactivation. A previously reported compound was isolated too
from Euphorbia lactea. This compound showed a potent HIV-1 reactivating effect. Bioassays results
showed that HIV-1 reactivation activity is influenced by distinct structural characteristics.
! 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction
The Euphorbiaceae family includes nearly 8000 species, most of
which are characterized by latex production. Some species are
important as medicinal and nutritional plants, whereas others
are sources of oil and biofuels; nearly 43 species of plants from
the Euphorbia genus are distributed in Colombia and many are
used in traditional medicine (Murillo, 2004). Additionally, about
400 diterpenoids have been isolated from plants of the Euphorbia
genus (Lu et al., 2008) with a wide spectrum of biological activities
such as skin and eye irritants (Ahmed et al., 1999), apoptotic
(Blanco-Molina et al., 2001), cytotoxic (Vigone et al., 2005) and cell
proliferation induction (Touraine et al., 1977) properties. Non-tu-
mor-promoter diterpenes such as prostratin (12-deoxyphorbol
13-acetate) have anti-HIV-1 activity (Gulakowski et al., 1997).
Although the actual HAART is undoubtedly a life-saving therapy
for millions of AIDS patients, the persistence of latent HIV-infected
cellular reservoirs represents the major hurdle to virus eradication
with HAART, since latently infected cells remain a permanent
source of viral reactivation. As a result, a sudden rebound of the
virus load after interruption of HAART is generally observed
(Blankson et al., 2002; Persaud et al., 2003), and eradication of viral
reservoirs should be a new goal for HIV-1 therapeutics (Richman
et al., 2009). In this sense, it has been suggested that reactivation
of the latent reservoirs could allow effective targeting and possible
eradication of the virus (Richman et al., 2009). It is thought that
viral reactivation would result in lytic cell death of CD4+ T-cells be-
cause of either the cytopathic effect of the virus or through recog-
nition of infected cells by the immune system. In addition, viral
reactivation in the presence of HAART would prevent new infection
events.
Viral reactivation therapy is a potential therapeutic option to
purge the viral reservoirs and should not induce polyclonal T-cell
activation (Williams and Greene, 2007). Natural or synthetic pro-
tein kinase C (PKC) agonists lacking tumor-promoter activity
clearly fulfil this criterion and this has opened new avenues for
the possible treatment of HIV-1 latency. Thus, a host of small
molecules, including prostratin (Kulkosky et al., 2001), ingenols
(Warrilow et al., 2006) and 1,2-diacylglycerol analogs (Hamer
et al., 2003), has been suggested as agents to reactivate HIV and
eradicate the pool of latently HIV-infected CD4+ T-cells (Kulkosky
and Bray, 2006). Prostratin and other non-tumorogenic PKC ago-
nists reactivate HIV-1 latency in ‘‘vitro” by activating NF-jB
through a PKC-dependent pathway (Trushin et al., 2005; Marquez
et al., 2008).
In this paper, we report the activity of extracts and chromato-
graphic fractions of Euphorbia laurifolia and Euphorbia lactea latex,
0031-9422/$ - see front matter ! 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction
The phenanthrene system is relatively uncommon in natural
products, and is usually generated by the oxidative coupling of
stilbene precursors or by aromatization of diterpenoids. Some
plant-derived phenanthrenequinones, and especially denbinobin,
show interesting biological activities [1]. Denbinobin (5-hydroxy-
3,7-dimethoxy-1,4-phenanthrenequinone) has been isolated from
several orchidaceous plants, like Dendrobium nobile [2], D.
moniliforme [3] and Ephemerantha lonchophylla [4] and from a
variety of Cannabis sativa [5]. Interestingly, the stems of D.
moniliform and E. lonchophylla known as Shi-Hu in Chinese
medicine have been used for a long time to treat respiratory
infections, as a tonic to nourish the stomach, and to reduce fever.
Also, the total synthesis of denbinobin has been reported [6], and
this compound has been shown to induce apoptosis in several
cancer cell lines [7–9]. Furthermore, we have recently shown that
denbinobin inhibits HIV-1 reactivation through an NF-kB-depen-
dent pathway [5]. However, the molecular details involved in NF-
kB inhibition and the induction of apoptosis are still unclear.
The imbalance between cell survival and death, a key feature of
many neoplastic, degenerative, inflammatory and autoimmune
diseases,may be caused by an aberrant turnover of reactive oxygen
species (ROS), a process that, in turn, regulates the crosstalk
between NF-kB and mitogen-activated protein kinases (MAPKs)
[10,11]. NF-kB is a collective term used to describemembers of the
Rel family of transcription factor. The Rel family regulates
Biochemical Pharmacology 77 (2009) 1401–1409
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A B S T R A C T
Denbinobin, a 1,4-phenanthrenequinone firstly isolated from the stems of Dendrobiummoniliforme (Shi-
Hu in Chinese medicine), has been reported to exhibit anti-tumoral and anti-inflammatory activities
throughmechanism(s) not yet fully understood. Because of the critical role of the transcription factor NF-
kB and of ROS-induced activation of stress regulated kinases in tumorigenesis, we have investigated the
effect of denbinobin on these pathways. We found that denbinobin is a potent inhibitor of TNFa and
PMA-induced NF-kB activation, and that it can block the phosphorylation and degradation of IkBa by
inhibiting TAK1 activity, an event lying upstream of IKK activation. Moreover, treatment with
denbinobin not only elicited apoptotic signalling, including mitochondrial membrane dysfunction,
activation of caspases and cleavage of poly(ADP-ribose) polymerase, but also induced intracellular
reactive oxygen species (ROS) generation and sustained activation of the mitogen-activated kinases
(MAPKs) ERK1+2, p38 and JNK 1+2. The apoptotic effects of denbinobin could be prevented by pre-
treatment with the intracellular ROS scavenger N-acetyl-L-cysteine, but not by pharmacological
inhibition of MAPKs, suggesting that intracellular ROS generation underlies denbinobin-induced
apoptosis, and that this effect takes place in an MAPKs-independent pathway. To define the structural
elements critical for these activities, a series of phenanthrenequinones with different substituents in the
phenanthrene- and/or in the quinone ring were prepared and assayed for NF-kB inhibition and ROS
production. In this way, the major structure–activity relationships and the structural elements critical
for the activity of denbinobin could be established.
! 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction
Human immunodeficiency virus (HIV) is the etiological agent
of acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) and this
immunological disease remains the number one cause of
mortality produced by infectious agents [1–3]. Retrovirus life
cycle is commonly divided into two phases; the early phase
refers to the steps of infection from cell binding to the viral
integration into the cell genome, whereas the late phase
begins with the expression of viral genes and continues
through to the release andmaturation of progeny virions [4,5].
The detailed characterization of theHIV-1 genome and precise
knowledge about the role of viral proteins and cellular factors
involved in viral replication have opened new avenues to
design and develop new antiviral drugs for the treatment of
AIDS.
Efforts to find an effective anti-HIV chemotherapy have
been mainly focused on the development of chemicals
targeting viral proteins, which are essential for HIV-1 replica-
tion [6]. This current antiviral therapy presents important
limitations [7–9] and, therefore, the development of new anti-
HIV-1 agents is focusing onnovel structures and/or newaction
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a b s t r a c t
Anthraquinones and structurally related compounds have been recently shown to exert
antiviral activities and thus exhibit a therapeutic potential. In this study we report the
isolation of the 1,4-phenanthrenequinone, denbinobin, from a variety of Cannabis sativa.
Denbinobin does not affect the reverse transcription and integration steps of the viral cycle
but prevents HIV-1 reactivation in Jurkat T cells activated by TNFa, mAbs anti-CD3/CD28 or
PMA. In addition, denbinobin inhibits HIV-1-LTR activity at the level of transcription
elongation and also TNFa-induced HIV-1-LTR transcriptional activity. We found that den-
binobin prevents the binding of NF-kB to DNA and the phosphorylation and degradation of
NF-kB inhibitory protein, IkBa, and inhibits the phosphorylation of the NF-kB p65 subunit in
TNFa-stimulated cells. These results highlight the potential of theNF-kB transcription factor
as a target for natural anti-HIV-1 compounds such as 1,4-phenanthrenequinones, which
could serve as lead compounds for the development of an alternative therapeutic approach
against AIDS.
# 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
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a b s t r a c t
We have investigated the role of intracellular HIV-1 Tat on CXCR4 expression on T cells. We found that
stable or doxycycline-regulated expression of HIV-1 Tat on Jurkat T cells results in lower cell surface
expression of CXCR4, but not of other chemokine receptors. This effect was not due to an alteration in
CXCR4 transcription, and total CXCR4 levels remained unaltered. Rather, when cells were treated with
CXCL12/Stromal Cell-Derived Factor 1, a faster downmodulation of CXCR4 was observed although resur-
facing was unaffected. Similar effect was seen in peripheral human T cells transiently transfected with
Tat. At the molecular level Tat did not alter cellular levels of G-coupled receptor kinases 2 and 6 and
!-arrestin, proteins involved in CXCR4 downregulation. Neither Tat significantly affected phosphatidyli-
nositol 3-kinase activation in response to CXCL12. Interestingly, in Jurkat cell clones stably expressing both
Protein kinase (PK)-C" and HIV-1 Tat, CXCL12 induced a faster CXCR4 internalization than in cells only
expressing HIV-1 Tat. In contrast in Jurkat cell stably expressing a dominant negative PKC", Tat enhance-
ment of CXCR4 internalization was abrogated. Thus, our results show a new function of HIV-1 Tat, its
ability to regulate CXCR4 expression via PKC". The significance of those results is discussed.
© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction
The pathogenic mechanisms underlying HIV-1 infection and
disease are extremely complex and virological as well as immuno-
logical factors may contribute to pathogenesis (Fauci, 1996;
Rowland-Jones, 2003; Stevenson, 2003). Among the viral factors
involved in the induced immunological deregulation, the transacti-
vator protein Tat has beenwidely studied. Tat is a small (72–101aa)
regulatory viral protein required for efficient transcription and
viral replication (Gaynor, 1995). Besides its interaction with the
RNA stem-loop structure denominated TAR, Tat has been shown
to interact with several members of the transcriptional machinery
during the process of initiation and elongation of viral transcrip-
tion (Cullen, 1998). Furthermore, the presence of Tat does not only
affect viral transactivation but alsomediates alterations ofmultiple
cellular processes. Thus, Tat has been involved in both promotion of
apoptosis (Li et al., 1995; Sastry et al., 1996) and survival (McCloskey
∗ Corresponding author. Tel.: +34 91 1964565; fax: +34 91 1964420.
E-mail address:mfresno@cbm.uam.es (M. Fresno).
et al., 1997; Zauli et al., 1993) and in the aberrant expression of sev-
eral cytokine and chemokine genes: TNF (Buonaguro et al., 1992),
TGF-! (Zauli et al., 1992), IL-6 (Ambrosino et al., 1997), IL-2 (Ott et
al., 1997; Westendorp et al., 1994), IFN-# (Zagury et al., 1998), IL-8
(Ott et al., 1998) andmonocyte chemoattractant protein 2 (MCP-2)
(Izmailova et al., 2003), among others. Many of these effects are
thought to be mediated by alterations of cellular gene expression
by Tat. In this regard, the existence of a direct interaction of the
viral protein with several transcription factors including Oct (Jeang
et al., 1993) Sp1 (Howcroft et al., 1995), Egr (Abe et al., 1992), E2F
(Ambrosino et al., 2002), and NFAT (Hidalgo-Estevez et al., 2006;
Macián and Rao, 1999) has been demonstrated.
Besides, it has been described that HIV-Tat affects chemokine
receptor function and/or expression. Thus, extracellular Tat
increases CCR1 andCCR3 transcription in epithelial cells (Bettaccini
et al., 2005).Moreover, Tat upregulates CXCR4but not CCR5 cell sur-
face expression in resting CD4+ T cells (Secchiero et al., 1999) and
erythroid cells (Gibellini et al., 1998; Mondal et al., 2005) whereas
CCR5 and CCR3 were induced by Tat on monocytes/macrophages
but not on lymphocytes (Huang et al., 1998). Tat may also inter-
act with some chemokine receptors. Thus, extracellular Tat may
0161-5890/$ – see front matter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.molimm.2008.07.004
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1. Introduction
HIV infects several cell types during the course of infection
and progression to acquired immune deficiency syndrome
(AIDS). The persistence of latent HIV-infected cellular reser-
voirs represents the major hurdle to virus eradication with
highly active anti-retroviral therapy (HAART), since latently
infected cells remain a permanent source of viral reactivation
[1]. As a result, a sudden rebound of the virus load after
interruption of HAART is generally observed [2–4]. The HIV-1
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a b s t r a c t
The persistence of latent reservoirs of HIV-1 represents a major barrier to virus eradication
in patients treated with antiretrovirals. Prostratin is a non-tumor promoting 12-deoxyphor-
bol monoester capable of up-regulating viral expression from latent provirus and therefore
is potentially useful for HIV adjuvant therapy and similar properties might be elicited by
related non-tumor promoting phorboids. We have therefore investigated a series of phorbol
13-monoesters for their capacity to reactivate HIV latency. Using a Jurkat T cell line
containing latent HIV proviruses, we found that prostratin and phorbol-13-stearate effec-
tively activate HIV-1 gene expression in these latently infected cells, with phorbol-13-
stearate being at least 10-fold more potent than prostratin, and its activity rapidly decreas-
ing with a shortening of the acyl side chain. We further demonstrated that phorbol-13-
stearate and prostratin stimulate IKK-dependent phosphorylation and degradation of IkBa,
leading to activation of NF-kB. Moreover, prostratin, phorbol-13-hexanoate and phorbol-13-
stearate also activate the JNK and ERK pathways. Studies with isoform-specific PKC inhi-
bitors suggest that the classical PKCs play a prominent role in the responses elicited by
phorbol-13-stearate. Nevertheless, this compound induces a translocation pattern of the
PKC isotypes a and d to cellular compartments distinctly different from that elicited by
prostratin and PMA.
# 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
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E-mail address: fi1muble@uco.es (E. Mun˜oz).
Abbreviations: AP-1, activator protein-1; ERK, extracellular regulated kinase; HIV-LTR, HIV long terminal repeats; IkB, kB inhibitor; JNK,
c-Jun N-terminal kinase; PKC, protein kinase C; NF-kB, nuclear factor kappa B; PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate; P-13S, phorbol-13-
stearate; TNFa, tumor necrosis factor-a.
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Gene expression in eukaryotes requires the post-transcriptional cleavage of
mRNA precursors into mature mRNAs. The cleavage and polyadenylation
specificity factor (CPSF) is critical for this process and its 73 kDa subunit
(CPSF-73) mediates cleavage coupled to polyadenylation and histone pre-
mRNA processing. Using CPSF-73 over-expression and siRNA-mediated
knockdown experiments, this study identifies CPSF-73 as an important
regulatory protein that represses the basal transcriptional activity of the
HIV-1 LTR promoter. Similar results were found with over-expression of the
CPSF-73 homologue RC-68, but not with CPSF 100 kDa subunit (CPSF-100)
and RC-74. Chromatin immunoprecipitation assays revealed the physical
interaction of CPSF-73 with the HIV-1 LTR promoter. Further experiments
revealed indirect CPSF-73 binding to the region between −275 to −110
within the 5′ upstream region. Functional assays revealed the importance
for the 5′ upstream region (−454 to −110) of the LTR for CPSF-73-mediated
transcription repression. We also show that HIV-1 Tat protein interacts with
CPSF-73 and counteracts its repressive activity on the HIV-1 LTR promoter.
Our results clearly show a novel function for CPSF-73 and add another
candidate protein for explaining the molecular mechanisms underlying
HIV-1 latency.
© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
*Corresponding author Keywords: CPSF; HIV-1; latency; LTR repression; Tat
Introduction
Messenger RNA precursor (pre-mRNA) proces-
sing is an obligatory step in the biosynthesis of all
eukaryotic mRNAs. The post-transcriptional acqui-
sition of the poly(A) tail on the 3′-end of eukaryotic
mRNAs is an essential process that promotes
transcription termination and export of the mRNAs
from the nucleus.1,2 Pre-mRNAs are maturated in a
coupled two-step reaction: site-specific endonucleo-
lytic cleavage and the poly(A) addition to the new
3′-end.3,4 The 3′ processing in mammals requires
the cleavage and polyadenylation specificity factor
(CPSF); cleavage factors I and II; the cleavage stimu-
latory factor that interacts with a less-conserved
G/U-rich sequence situated downstream of the
cleavage site, and finally the poly(A) polymerase.
The carboxy-terminal domain (CTD) of the RNA
polymerase II largest subunit was found to be re-
quired for efficient pre-mRNA cleavage.4–6
The CPSF complex is composed of four subunits
(160 kDa, 100 kDa, 73 kDa and 30 kDa), binds spe-
cifically to the nearly ubiquitous AAUAAA signal
and is required for both cleavage and poly(A)
addition activity.7–9 The CPSF complex also contains
a fifth component, Fip-1, which interacts with the
Abbreviations used: pre-mRNA, messenger RNA
precursor; CPSF, cleavage and polyadenylation specificity
factor; CTD, carboxy-terminal domain; HIV-1, human
immunodeficiency type 1; LTR, long terminal repeat; Pol
II, polymerase II; siRNA, small interfering RNA; GFP,
green fluorescent protein; PKR, protein kinase regulated
by RNA; ChIP, chromatin immunoprecipitation; GST,
glutathione-S-transferase.
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Investigation of an acetone extract from asafetida afforded two drimane sesquiterpene dienones (fetidones A and B,
1a,b) and several known sesquiterpene coumarin ethers, one of which (8-acetoxy-5-hydroxyumbelliprenin, 2a) showed
potent and specific NF-κB-inhibiting properties. This, coupled to a negligible cytotoxicity, qualifies 2a as a new anti-
inflammatory chemotype, and its occurrence in asafetida might rationalize the use of this gum resin to alleviate and
prevent colon inflammatory disturbances.
Asafetida is a plant-derived culinary spice characterized by a
burning taste and a persistent, offensive odor reminiscent of rotten
meat, human sweat, and garlic.1 It is a prominent ingredient of the
Indian cuisine, especially among Jains, who cannot eat animal food
and vegetables that contain buds, such as onion and garlic.2 Under
the name of silphion persicum, asafetida was also popular in ancient
Rome, where it was used as a cheap replacement for silphion
cyrenaicum, a very expensive spice whose culinary merits eventu-
ally led to the extinction of its plant source.3 The popularity of
asafetida as a spice continued throughout the Middle Ages, but it
disappeared from European cookbooks during the Renaissance.1,2
Asafetida was also used in medicine for a host of indications, mostly
based on the assumption that its vile smell could act as a deterrent
to germs and somewhat exert a sedative activity, counteracting
hysteria crises as well as alcohol and opium craving.1,4 None of
these properties have been substantiated by modern studies, and
asafetida is nowadays considered an obsolete drug. Like other strong
spices, asafetida has carminative and eupeptic properties and is
commonly added to legumes and beans to help in their digestion.5
The botanical origin of asafetida is unclear, and the commercial
gum resin comes from a variety of foul-smelling Ferula species
(Umbelliferae) endemic to Eastern Iran and Western Afghanistan
[F. assa-foetida L., F. narthex Boiss., F. foetida (Bunge) Regel,
F. alliacea Boiss.].6 The sensory properties of asafetida are due to
a host of sulfides and polysufides,7 while sesquiterpene coumarin
ethers are the major constituents of the nonvolatile fraction.8 A large
number of meroterpenoids of this type have been characterized from
asafetida, sometimes in very large amounts,1a but, apart from the
chemopreventive activity reported for farnesylferol C9 and the
antibacterial properties of galbanic acid,10 their biological profile
is still largely unknown. As part of an investigation on chemesthetic
spices,11 we have profiled phytochemically a commercial sample
of asafetida, isolating two new drimane sesquiterpenoids and
discovering a powerful NF-κB inhibitory activity for 8-acetoxy-5-
hydroxyumbelliprenin (2a), the major constituent of the gum resin.8
An acetone extract from asafetida was fractionated by gravity
column chromatography on silica gel, and the fractions obtained
were further purified by passing through neutral alumina and/or
crystallization. Four major sesquiterpene coumarin ethers were
obtained, along with various minor constituents of meroterpenoid
and sesquiterpenoid structure (see Experimental Section). Among
the latter, 1a and 1b are new. The HRMS and 13C NMR spectra of
1a and 1b suggested that these two compounds are a ketone-
alcohol pair [molecular formula C15H20O2 (HRMS) for 1a and
C15H22O2 (HRMS) for 1b; replacement of the ketone carbonyl at δ
214.1 in the 13C NMR spectrum of 1a with an oxymethine at δ
78.8 in 1b]. The 1H NMR spectrum of 1a (Table 1) was rather
simple and showed three olefin resonances [an exomethylene (δ
5.40, s; 5.27 d, J ) 1.6 Hz) and one vinyl methine (δ 5.90, s)],
one allylic methyl (δ 2.01, d, J ) 1.2 Hz), three quaternary methyls
(δ 1.44, s; 1.40, s; 1.32, s), an ABMX ethylidene system (δ 2.91,
ddd, J ) 14.7, 14.7, 5.6 Hz; 2.40, ddd, J ) 14.7, 4.2, 3.2 Hz; 2.18,
ddd, J ) 13.1, 5.6, 3.2 Hz; 2.10, ddd, J ) 14.7, 13.1, 4.2 Hz), and
an aliphatic methine singlet (δ 2.58). Apart from the resonances
corresponding to these carbons, the 13C NMR spectrum showed
five additional singlets, sorted out by chemical shift consideration
into two ketone carbonyls (δ 214.1 and 197.8), two olefinic carbons
(δ 150.3 and 154.2), and one aliphatic quaternary carbon (δ 47.0).
The molecular formula of 1a indicated six degrees of unsaturation,
only four of which were accounted for by double bonds, and
therefore this compound had to be bicyclic. On the basis of the
HMBC considerations, the NMR resonances could be combined
into the dienone drimane structure 1a. The relative stereostructure
was determined by the correlations observed in the NOESY
spectrum. Thus, strong correlations between axial H-1, H-5, and
the 14-methyl group showed that these protons are all located on
the same side of the molecule, while correlations between the 13-
and 15-methyl groups and axial H-2 indicated that these groups
are located on the opposite side of the decalin system. Since all
drimanes of known absolute configuration obtained from umbel-
liferous plants belong to the 15R-methyl, 5"-H series,8 the same
absolute configuration was also assumed for 1a. Compound 1b
differed from 1a only in the reduction of the 3-keto group to a
secondary alcohol, whose relative configuration was assessed by
NOE experiments (NOE correlations of H-3 with H-5 and the 13-
methyl). Drimane sesquiterpenoids occur in Ferula species as
umbelliferyl conjugates, and it is therefore likely that 1a and 1b
are formed by elimination of umbelliferone from precursors of the
∆7 or ∆8 drimenyl type, as shown in Scheme 1. Indeed, the presence
of the 6-keto group makes the 11-umbelliferyl moiety susceptible
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